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A febre pode ser definida como um aumento controlado da temperatura 
corporal interna de um organismo para níveis acima dos normais, decorrente de uma 
alteração do ponto de termorregulagem hipotalâmico (set point). Existem diferentes 
maneiras de mimetizar a febre em animais de laboratório, porém o modelo de 
administração intraperitoneal de lipopolissacarídeo (LPS) é amplamente utilizado e 
estável. Uma vez injetada, essa substância se liga à receptores do tipo Toll-Like 4 
em células do sistema imune como macrófagos, que passam a sintetizar e liberar 
diversos pirogênios endógenos, tais como interleucina(IL) -1β, IL-1α, IL-6, IL-8, 
proteína inflamatória de macrófago (MIP-1α) e o ligante do receptor ativador de fator 
nuclear κB (RANKL) entre outros. Estes mediadores induzem a formação e liberação 
de diversos mediadores centrais como prostaglandinas (PG), endotelina-1 (ET-1), 
fator liberador de corticotrofina (CRF), substância P (SP), opióides endógenos e 
endocanabinóides que por sua vez irão atuar em respostas complexas culminando 
na resposta febril. Entretanto, esses estudos foram todos realizados em animais de 
experimentação machos. Considerando-se que há evidências de diferenças na 
resposta inflamatória e febril relacionadas ao gênero em animais experimentais e 
que mulheres possuem maior incidência de patologias inflamatórias e relacionadas à 
dor, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta febril induzida por LPS e por 
diferentes mediadores que são liberados por este pirogênio em ratas, bem como a 
influência de hormônios sexuais femininos nestas respostas. Em complementação, 
investigamos a expressão de ciclooxigenase-2 (COX-2) e de diversos receptores 
destes mediadores centrais em ratas e a influência da ovariectomia sobre esta 
expressão. Verificamos que fêmeas ovariectomizadas (OVX) apresentaram 
temperaturas basais maiores que fêmeas falso-operadas. A injeção de LPS (50 
µg/kg,i.p.) em animais falso-operados induziu uma resposta febril significativamente 
menor quando comparado com ratas OVX. Estas apresentaram um perfil de 
resposta febril similar ao observado em machos. O tratamento subcrônico com 17β-
estradiol (1 mg/kg, s.c.) em animais OVX reduziu a febre induzida pelo LPS. Fêmeas 
OVX apresentaram uma redução nos níveis de estradiol plasmático. A administração 
de LPS aumentou os níveis de testosterona em animais falso-operados e OVX. A 
administração intracerebroventricular (i.c.v.) de TNF-α (250 ng) e MIP-1α (500 ng) 
promoveram um aumento da temperatura corporal em animais falso-operados que 
foi abolida em ratas OVX. Já a administração de IL-1β (3.1 pg) em animais falso-
operados e OVX induziu uma resposta febril similar em ambos os grupos. O 
tratamento com antagonista para RANK, osteoprotegerina, aboliu a resposta febril 
induzida pelo LPS em animais OVX, porém não modificou essa resposta em animais 
falso-operados. A administração de LPS aumentou a expressão de receptores RANK 
em neurônios hipotalâmicos de ratas falso-operadas e este aumento foi reduzido 
após a ovariectomia. A fim de avaliar o envolvimento de prostaglandinas nestas 
respostas, observamos que o tratamento com o inibidor não seletivo de 
ciclooxigenase indometacina reduziu a resposta febril induzida pelo LPS tanto em 
animais falso-operados e OVX. A injeção de LPS aumentou a concentração de PGE2 
no fluido cerebroespinhal tanto em animais falso-operados como em OVX mas os 
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níveis deste eicosanoide foi significativamente maior em animais OVX quando 
comparado com falso-operados. A administração de LPS também aumentou a 
expressão de COX-2 no hipotálamo em ambos os grupos mas a expressão desta 
enzima foi significativamente maior em OVX quando comparado com animais falso-
operados. A administração i.c.v. de PGE2 (250 ng) também induziu uma resposta 
febril maior em animais OVX quando comparado com animais falso-operados. No 
mesmo sentido, a expressão de receptores de prostaglandinas EP3 aumentou em 
neurônios hipotalâmicos de ambos os grupos após a administração de LPS mas foi 
significativamente maior em animais OVX quando comparada à animais falso-
operados. A injeção i.c.v. de CRF (2,5µg), ET-1 (1 pg), do agonista opiodérgico 
morfina (10 μg) e de substância P (500 ng) induziu febre em animais falso-operados. 
A ovariectomia reverteu a resposta febril induzida por CRF, ET-1 e substância P mas 
não aquela induzida por morfina. Por outro lado, a administração de LPS aumentou 
a expressão de receptores CRFI/II, μ-opioidérgicos, e NK1 sem alterar 
significativamente a expressão de receptores ETB em animais falso-operados. A 
ovariectomia não modificou o aumento promovido pelo LPS de receptores de CRF e 
de opióides, mas um aumento significativo na expressão de receptores ETB e NK1 foi 
observado em fêmeas OVX que receberam LPS quando comparadas a falso-
operadas. No presente estudo discutimos as relações entre estes diferentes 
mediadores e seus receptores na resposta febril e a modulação destas respostas por 
hormônios ovarianos. Os dados obtidos sugerem que a resposta febril em fêmeas, 
embora menor do que em machos envolve mediadores similares. No entanto, a ação 
de alguns destes mediadores é modificada pela na ausência dos hormônios 
gonadais apresentando-se mais dependente de prostaglandinas nesta condição que 
simula a menopausa do que de outros mediadores centrais.  
 
 



































































Fever can be defined as a controlled increase in internal body temperature resulting 
from a change in the hypothalamic thermoregulatory set point. There are different 
ways to mimic this phenomenon in laboratory animals, but the model of 
intraperitoneal administration of lipopolysaccharide (LPS) is widely used and stable. 
Once injected, LPS binds to Toll-Like type 4 receptor in immune cells such as 
macrophages, and induces the synthesis and release various endogenous pyrogens 
such as interleukin (IL) -1β, IL-1α, IL-6, IL -8, macrophage inflammatory protein (MIP-
1α) and the receptor-activator of nuclear factor κB ligand (RANKL), among others. 
These mediators induce formation and release of several central mediators such as 
prostaglandins (PG), endothelin-1 (ET-1), corticotrophin-releasing factor (CRF), 
substance P (SP), endogenous opioids and endocannabinoids which in turn will act 
in complex ways culminating in the febrile response. However, these studies were all 
performed in male experimental animals. Considering that there is evidence of 
differences in inflammatory and febrile response related to gender in experimental 
animals and that women have a higher incidence of inflammatory disorders and 
related pain, the aim of this study was to evaluate the fever induced by LPS and 
different mediators that are released by this pyrogen in female rats as well as the 
influence of female sex hormones in these responses. Additionally, we investigated 
the expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) and various receptors of these central 
mediators in female rats and the influence of ovariectomy on this expression. We 
found that ovariectomized (OVX) female rats had higher baseline temperatures than 
sham-operated female rats. The injection of LPS (50 μg/kg, i.p.) in sham-operated 
animals induced a significantly lower febrile response when compared to OVX rats. 
OVX female rats had a febrile response similar to that observed in males. The 
subchronic treatment with 17β-estradiol (1 mg/kg, s.c.) in OVX animals reduced the 
LPS-induced fever. OVX females showed a reduction in plasma oestradiol levels. 
The LPS administration increased testosterone levels in sham-operated and OVX 
animals. The intracerebroventricular (i.c.v.) administration of TNF-α (250 ng) and 
MIP-1α (500 ng) promoted an increase in body temperature sham-operated animals 
was abolished in OVX rats. However, the administration of IL-1β (3.1 pg) in sham-
operated and OVX animals induced a similar febrile response. The treatment with 
RANK receptor antagonist, osteoprotegerin, abolished the fever induced by LPS in 
OVX animals but did not modify this response in sham-operated animals. The LPS 
administration increased expression of RANK receptors on hypothalamic neurons of 
sham-operated rats, and this increase was reduced after ovariectomy. In order to 
assess the involvement of prostaglandins in these responses, we observed that the 
treatment with the nonselective cyclooxygenase inhibitor indomethacin reduced the 
fever induced by LPS in both sham-operated and OVX animals. The injection of LPS 
increased the PGE2 concentration in the cerebrospinal fluid in both sham-operated 
and OVX animals but the levels of this eicosanoid was significantly higher in OVX 
rats compared to sham-operated ones. The LPS administration also increased COX-
2 expression in the hypothalamus in both groups but the expression of this enzyme 
was significantly higher in OVX female rats compared to sham-operated animals. The 
i.c.v. administration of PGE2 (250 ng) also induced a higher febrile response in OVX 
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compared to sham-operated animals. Similarly, the expression of prostaglandin EP3 
receptors was increased in hypothalamic neurons of both groups after administration 
of LPS but was significantly higher in OVX compared to sham-operated animals. The 
i.c.v. injection of CRF (2,5μg), ET-1 (1 pg), opiod receptor agonist morphine (10 g) 
and substance P (500 ng) induced fever in sham-operated animals. The ovariectomy 
reversed the febrile response induced by CRF, ET-1 and substance P but not that 
induced by morphine. Moreover, LPS administration increased the expression of 
CRFI/II, μ-opioid and NK1 receptors without significantly altering the expression of 
ETB receptors sham-operated animals. Ovariectomy did not affect the increase in the 
expression of CRF and μ-opioid receptors promoted by LPS but a significant 
increase in the expression of NK1 and ETB receptors was observed in OVX females 
which received LPS as compared to sham-operated rats. In the present study we 
discuss the relationship between these different mediators and their receptors in the 
febrile response and modulation of these responses by ovarian hormones. The data 
suggest that the febrile response in females, although lower than in males involves 
similar mediators. However, the action of some of these mediators is modified by the 
absence of gonadal hormones, being more dependent on prostaglandin synthesis in 
this condition that simulates menopause than other central mediators. 
 
 



















1.1 Regulação da temperatura corporal 
 
Em 1965, H.T. Hammel publicou Neurons and the temperature regulation 
como um capítulo do livro Physiological controls and regulations. Neste elegante 
manuscrito, há a descrição de um modelo de como os neurônios hipotalâmicos 
poderiam controlar a temperatura corporal dentro de limites estreitos e ajudou a 
construir o conceito de “ponto de regulação da temperatura corporal” (set point, em 
inglês) existente nos animais endotérmicos (Boulant, 2006). O modelo proposto por 
Hammel se baseou em estudos de seu grupo e de outros grupos que, através de 
termodos implantados no hipotálamo, promoviam o aquecimento e resfriamento do 
hipotálamo anterior, e particularmente, da área pré-óptica, e avaliavam as respostas 
termorregulatórias. Estudos posteriores fizeram algumas modificações no modelo 
original de Hammel, mas a essência do modelo continua a mesma (Adair, 1977; 
Hammel et al., 1960; Hammel et al., 1963; Hellstrom and Hammel, 1967). Uma 
excelente revisão do assunto foi feita por Boulant (Boulant, 2006). Esta proposição 
de Hammel foi importante para dar suporte aos estudos que se seguiram.  
Mais recentemente, o modelo proposto por Morrison & Nakamura (2011) 
descrevem de maneira detalhada a neuroanatomia e neuroquímica de vias 
neuronais da termoregulação (Figura 1). A presença de receptores sensoriais 
térmicos cutâneos para frio e calor transmitem sinais para neurônios sensoriais 
primários no gânglio da raiz dorsal, aonde essa informação segue para neurônios 
sensoriais de segunda ordem no corno dorsal. Na medula espinhal, esses sinais se 
dividem. Para o frio, neurônios glutamatérgicos sensoriais do corno dorsal (CD) 
ativam neurônios sensoriais de terceira ordem na parte externa do subnúcleo lateral 
do núcleo parabraqueal lateral (LPBel). Para o calor, neurônios sensoriais ao calor 
do corno dorsal, projetam para neurônios sensoriais de terceira ordem no subnúcleo 
dorsal do núcleo parabraqueal lateral (LPBd). Em paralelo, os sinais sensoriais dos 
neurônios do corno dorsal também serão transmitidos ao cérebro (sem ação via 
neurônios de terceira ordem). Esses sinais atingem as regiões do tálamo e do córtex 
cerebral para que a pessoa tenha percepção térmica e a localização da origem 







Figura 1– Modelo neuroanatômico e de neurotransmissores para vias centrais 
termoregulatórias que podem promover tanto o controle termoregulatório quanto ativação 
pirogênica e seus efeitos nas respostas periféricas de vasocontrição cutânea (VCC), tecido 
adiposo marrom (TAM) e contração muscular (shivering). POA, área pré-óptica; MnPO, área 
pré-óptica mediana do hipotálamo; DMH, Hipotálamo Dorso Medial; IML, Núcleo Intermédio 
Lateral; rPA, núcleo pálido da rafe rostral;DRG, Gânglio da Raiz Dorsal; GLU,glutamato ; 5-
HT,serotonina; GABA, ácido gama-aminobutírico. Adaptado de Nakamura & Morrison, 2011. 
 
Esses sinais periféricos conseguem ser transmitidos para a área pré-óptica 
mediana do hipotálamo (MnPO), aonde interneurônios GABAérgicos presentes 
nesse subnúcleo são ativados por neurônios sensíveis ao frio no LPBel e que inibem 




(VCC), tecido adiposo marrom (TAM) e shivering (tremor muscular). As 
prostaglandinas E2 (PGE2) produzidas se ligam em receptores EP3 presentes nos 
neurônios sensíveis ao calor na POA para inibir sua atividade. 
A regulação de respostas periféricas como a vasoconstrição cutânea se dá 
quando neurônios sensíveis ao calor na área pré-óptica inibem neurônios pré-
motores simpáticos na medula ventromedial rostral (incluindo o núcleo pálido da rafe 
rostral-rRPa), que projeta para neurônios pré-ganglionares simpáticos no núcleo 
intermediolateral. Neurônios pré-motores podem aumentar o tônus simpático de 
vasoconstrição cutânea pela liberação de glutamato e/ou serotonina (5-HT) no 
núcleo intermediolateral (IML).  
Já as respostas periféricas que irão agir diretamente no TAM , continuam com 
os neurônios sensíveis ao calor na área pré-óptica, que atuam promovendo inibição 
de simpatoexcitação de neurônios do TAM no hipotálamo dorsomedial, que quando 
desinibidos, durante o resfriamento da pele, podem excitar os neurônios pré-motores 
simpáticos do TAM no rRPa, que projeta para neurônios pré-ganglionares simpáticos 
do TAM no IML. Alguns neurônios pré-motores do TAM contém o transportador de 
glutamato vesicular (VGLUT3), que libera glutamato para excitar neurônios pré-
ganglionares simpáticos do TAM e aumentar a atividade do nervo simpático do TAM 
pela liberação de glutamato, enquanto outros neurônios podem liberar 5-HT, que 
pode interagir com receptores 5-HT1A (que ficam nos interneurônios inibitórios do 
IML) e irão aumentar o fluxo simpático no TAM e sua termogênese.  
Em relação ao tremor muscular (shivering), neurônios sensíveis ao calor na 
POA promovem seu controle termoregulatório pela inibição de neurônios que 
promovem o shivering no Hipotálamo Dorso Medial (DMH), que podem promover 
excitação em neurônios pré-motores no rRPA, que projetam para o corno ventral 
para excitar motoneurônios α e ϒ durante a contração de músculos esqueléticos.  
 Assim, a temperatura corporal dos endotermos é mantida relativamente 
constante. Em algumas condições, no entanto, ajustes na temperatura corporal são 









1.2 A resposta febril 
 
 A febre é um sinal e um sintoma presente no quadro clínico de diversas 
doenças não-infecciosas bem como em infecções de origem fúngica, bacteriana, 
viral e de protozoária (Dalal & Zhukovsky, 2006). Classicamente, a resposta febril 
pode ser definida como uma elevação controlada da temperatura interna de um 
organismo para níveis acima dos normais, decorrente de uma alteração do ponto de 
termorregulagem hipotalâmico (set point) (Dinarello et al.,1988). 
Trata-se de uma resposta complexa, na qual há integração de sinais vindos 
da periferia, processados no sistema nervoso central e que promovem, em 
consequência, respostas periféricas extremamente importantes para o organismo. 
Também possui funções protetoras durante os processos infecciosos como a 
redução do crescimento bacteriano e a estimulação de mecanismos de defesa do 
hospedeiro (Zeisberger et al.,1999).  
Existem diversas maneiras de se estudar febre em modelos animais de 
laboratório, porém a maioria dos estudos utiliza o modelo de resposta febril induzida 
por lipopolissacarídeo (LPS) isolado de E.coli. É essencial salientar que durante o 
estímulo com LPS em animais, os mesmos podem desenvolver além de febre, 
ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA), hiperalgesia, anorexia, falta de 
apetite e sono (Elander et al., 2009; Ferreira et al., 1972; Huang et al., 2001; Ruud et 
al., 2013). 
Em animais de experimentação, a administração do LPS pode induzir 
respostas febris monofásicas ou bifásicas dependendo da dose de estímulo, da 
espécie animal utilizada (ratos ou camundongos), da via de administração e da 
temperatura ambiente em que o experimento é realizado (Romanovsky et al., 1998). 
No caso de respostas bifásicas, cada fase envolveria diferentes mecanismos 
(Romanovsky et al., 2000; Roth & Souza, 2001).  
O LPS estimula receptores do tipo Toll (TLR) 4, presentes na membrana de 
células do sistema mononuclear fagocitário (macrófagos, linfócitos) estimulando a 
produção e liberação de citocinas. Estas citocinas, no caso da febre chamadas de 
pirogênios endógenos (PE), atuam levando essa mensagem da periferia aos centros 
superiores a fim de induzir a febre (Kluger, 1991). Dentre os PE reconhecidos, 
encontram-se as citocinas como interleucina (IL)-1, IL-1, fator de necrose tumoral-




(CINC-1), proteína inflamatória de macrófago CCL3/(MIP)-1 e ,  interferon  e  e 
o ligante do receptor-ativador do fator nuclear κB (RANKL, do inglês receptor-
activator of NF-κB ligand) (Dinarello et al., 1988; Hanada et al., 2009; Kluger, 1991; 
Minano et al., 1996; Soares et al., 2008; Zampronio et al., 1994). Dentre estas, 
algumas como a IL-8, CINC-1, CCL3/MIP-1α e RANKL parecem ser geradas 
diretamente no sistema nervoso central (Hanada et al., 2009; Tavares & Minano et 
al., 2000; Zampronio et al., 1994) enquanto as outras poderiam ser geradas 
perifericamente. Particularmente interessante para este estudo é o RANKL que 
parece estar também envolvido no controle da temperatura corporal em ratas 
(Hanada et al., 2009). Existem várias hipóteses que tentam explicar como estas 
citocinas, geradas perifericamente, modificam a atividade neuronal dentro da POA 
do hipotálamo (Banks et al., 1991; Banks et al., 1994; Blatteis, 1992; Cao et al., 
1996; Watkins et al., 1995; Werner et al., 2003). Uma delas sugere que as citocinas 
podem entrar diretamento no SNC através de áreas onde não há barreira hemato-
encefálica (BHE), como o órgão vascular da lâmina terminal (OVLT) ou órgãos 
sensoriais circunventriculares (Eskilsson et al., 2014). Outras, através do transporte 
seletivo e saturável de citocinas para o cérebro ou pela ativação periférica de nervos 
aferentes cutâneos e vagal (Erickson et al.,2012). 
Qualquer que seja a via de comunicação, esses eventos culminariam na 
síntese e liberação de mediadores centrais como prostaglandinas E2 (PGE2) e F2α 
(PGF2α) (Coelho et al., 1993; Milton, 1989), fator liberador de corticotrofina (CRF) 
(Rothwell, 1989), opióides endógenos (Blatteis et al., 1991; Fraga et al., 2008), 
substância P (SP) (Blatteis et al., 1994; Reis et al., 2011; Brito et al., 2016) e 
endotelina-1 (ET-1) (Fabricio et al., 1998) resultando em um reajuste do termostato 
hipotalâmico que passaria a controlar a temperatura corporal a níveis acima de 36,5-
37°C. Portanto, são estes mediadores que em última análise, promovem a mudança 
da amplitude e frequência de disparos do grupo de neurônios hipotalâmicos. As 
características específicas da liberação e ação de cada um destes mediadores, por 
sua relevância neste estudo, serão discutidas com mais detalhes posteriormente. 
Estes mediadores centrais ativam respostas periféricas de produção e 
conservação de calor, como contração muscular esquelética intensa (termogênese 
associada à tremores), ativação do sistema nervoso simpático através da 




Entretanto, substâncias endógenas com o intuito de manter, limitar e reduzir a 
resposta febril podem ser liberadas na circulação, e por isso são conhecidas como 
criogênios endógenos. A arginina-vasopressina (AVP), o α-hormônio estimulador de 
melanócito (α-MSH), os glicocorticóides e interleucina-10 (IL-10) estão entre as mais 
conhecidas (Cartmell et al., 2003; Tatro et al., 2000). Estas substâncias, portanto, 
promovem o retorno da temperatura aos níveis normais.  
 
1.3 Mediadores envolvidos na resposta febril 
 
Descrevemos anteriormente, em termos gerais, a instalação e o término da 
resposta febril induzida por LPS. Através desta breve descrição pudemos verificar 
que esta resposta é uma resposta altamente complexa e orquestrada por diferentes 
substâncias. Nosso grupo de pesquisa concentra seus estudos em entender de que 
maneira ocorre essa comunicação entre o sistema imune e o sistema nervoso 
central, ou seja, de que maneira as diversas citocinas e mediadores centrais podem 
atuar a fim de desencadear e manter essa resposta. Nos capítulos subsequentes 
apresentaremos mais detalhes sobre estes mediadores, enfocando essencialmente 
suas ações relacionadas à resposta febril. Para facilitar o entendimento, dividimos 
estas informações em dois tópicos que passaremos a descrever abaixo: pirogênios 
endógenos, que incluem as citocinas e quimiocinas que são liberadas tanto 
perifericamente como no sistema nervoso central para induzir febre e mediadores 
centrais, que incluem peptídeos e ácidos graxos que em última análise atuam nos 
neurônios presentes na área POA do hipotálamo. 
 
1.3.1. Pirogênios endógenos 
 
Dentre todas as citocinas envolvidas na resposta febril, a mais estudada é a 
IL-1, particularmente a isoforma IL-1β. A administração dessa citocina por via 
intracerebroventricular (i.c.v.) ou intraperitoneal (i.p.) pode induzir febre e a injeção 
de antagonistas ou anticorpos anti-IL-1, tanto i.c.v. quanto i.p., podem reduzir a febre 
induzida pelo LPS (Dinarello et al., 1984; Rothwell, 1991; Luheshi et al., 1996). 
Contudo, camundongos com deleção para IL-1β ou para seu receptor, podem 




1996) sugerindo que talvez essa citocina possa não ser o único mensageiro como se 
pensava inicialmente.  
Outra citocina muito importante para a resposta febril é o TNF-α. Essa 
citocina é muito relevante para o sistema imune pois pode ativar macrófagos, 
monócitos, células natural killer, dentre outras. Existem duas isoformas para esta 
citocina, o TNF-α solúvel (sTNF-α) e o TNF-α metaloproteinase (mTNF-α), sendo 
que a segunda possui um ectodomínio que é clivado por metaloproteinases como a 
desintegrina A e metaloproteinase 17 (ADAM17) para formar o sTNF-α. O TNF-α se 
liga aos receptores TNFR1 e TNFR2, que estão presentes em células endoteliais e 
leucócitos (Bradley et al., 2008). Alguns estudos clássicos utilizando a administração 
dessa citocina diretamente no sistema nervoso central de ratos e coelhos 
demonstraram que o TNF-α induz febre nestas espécies animais (Rothwell, 1988; 
Morimoto et al., 1988). A injeção periférica desta citocina também causa febre em 
diversas espécies como camundongos, coelhos e ratos (Dinarello et al., 1986; 
Morimoto et al., 1988). É possível que a atividade pirogênica do TNF-α possa ser em 
parte mediada por IL-6 (Sundgren-Andersson et al., 1998).  
A IL-6 é uma citocina que possui diversas funções durante a resposta imune e 
consequentemente, no processo inflamatório. Sua administração i.c.v. em ratos 
produz uma febre potente. Adicionalmente, animais com deleção do gene para esta 
citocina não desenvolvem febre induzida pelo LPS, IL-1β ou TNF-α (Sundgren-
Andersson et al., 1998) sugerindo que suas ações dependem da liberação de IL-6. 
Outro fator que é liberado no sobrenadante de macrófagos estimulados com 
LPS é o Fator Pirogênico Pré-Formado (FPFP) que causa uma resposta febril 
independente da síntese de prostaglandinas quando injetado por via intravenosa 
(i.v.) em ratos. Ainda a administração de dexametasona e o antagonista para CRF 
reduz esse efeito e in vitro, foi verificado que esse fator libera CRF (Zampronio et al., 
1994). 
Todas essas citocinas supracitadas participam da resposta febril induzida 
pelo LPS (Bastos-Pereira et al., 2015). Entretanto, existem outras citocinas cuja 
atividade pirogênica foi identificada, porém não participam da resposta febril induzida 
pelo LPS, como a quimiocina CCL3/MIP-1α. Davatelis et al. (1989) observaram que 
a administração de ibuprofeno não reduziu a resposta febril induzida por essa 
quimiocina, sugerindo que sua atividade pirogênica, além de não fazer parte da via 




Minano (1998; 2002) verificaram que a isoforma CCL4/MIP-1β também induz um 
aumento da temperatura corporal que é independente da síntese de prostaglandinas 
e insensível ao tratamento dos animais com glicocorticóide. Adicionalmente, estes 
autores demonstraram também que a administração de anticorpos dirigidos contra 
as ciclooxigenases (COX) 1 e 2, enzimas produtoras de prostaglandinas, não 
diminuiu a resposta febril induzida por essa quimiocina. 
Além dessas, outras citocinas também podem induzir febre como TNF-β 
(Kapas & Krueger, 1992), interferon-α, β e ϒ (Bogdahn et al, 1985; Dinarello et al., 
1984), IL-2 (Mier et al., 1988), CINC-1 (Soares et al.,2008), CCL5 (Tavares & 
Minano, 2000) e CXCL8/IL-8 (Zampronio et al., 1995; Zampronio 1994). Os estudos 
relativos a estas citocinas são mais escassos e não entraremos em detalhes sobre 
as características da resposta febril induzida por cada uma delas uma vez que o 
presente estudo não avaliou sua capacidade de indução de febre em fêmeas. No 
entanto, Zampronio e colaboradores fizeram uma excelente revisão sobre o assunto 
(Zampronio et al., 2015). 
A atividade pirogênica do RANKL foi descrita mais recentemente e, portanto, sua 
interação com as vias já conhecidas da resposta febril induzida por LPS ainda não 
foi determinada. O sistema RANKL/receptor-ativador do fator nuclear κB 
(RANK)/osteoprotegerina (OPG) foi descoberto no final dos anos 90 por quatro 
grupos independentes com nomes, inclusive, alternativos TRANCE (Wong et al., 
1997), Osteoclast Differentiation Factor (ODF) (Yasuda et al., 1998), OPG-ligand 
(OPGL) (Lacey et al., 1998) e  Tumor Necrosis Factor Ligand Super Family member 
11 (TNFSF11). Este sistema é muito importante na imunidade, onde suas ações 
primárias são mediadas principalmente via células dendríticas, e para a homeostase 
óssea através da regulação de osteoclastos. Por este motivo, suas ações podem 
estar envolvidas em diversas patologias, como osteoporose, câncer, artrite 
reumatóide, doença periodontal, osteoartrite, mieloma múltiplo e até mesmo 
diabetes mellitus (Kiechl et al., 2013; Walsh et al., 2006). 
 O receptor RANK pode ser detectado no timo, fígado, colon, glândulas 
mamárias, próstata, pâncreas, cérebro, músculo esquelético, rim e pele (Hanada et 
al., 2011). O OPG é um antagonista endógeno do RANK, sendo o equilíbrio na 
produção RANK/OPG fundamental para a homeostase, principalmente, óssea. 




atividade de osteoclastos e consequente reabsorção óssea, calcificação profunda de 
artérias de grande calibre e proliferação da íntima (Bucay et al., 1998). 
Esses pirogênios, uma vez que alcançam o SNC, promovem a geração de 
circuito de mediadores centrais, entre eles, as prostaglandinas, CRF, ET-1, opióides 
endógenos e substância P, que passaremos a descrever em seguida.  
 
1.3.2 Mediadores Centrais da Resposta Febril 
 
As prostaglandinas são ácidos graxos poli-insaturados derivados da 
membrana fosfolipídica e são produzidos em questão de minutos. Elas exercem 
diversas funções no organismo, não somente relacionadas ao sistema imune, como 
cardiovascular, reprodução, metabolismo ósseo e homeostase renal.  
O primeiro passo para sua síntese é catalizado enzimaticamente pela 
fosfolipase A2 citosólica. Essa enzima libera o ácido araquidônico dos fosfolipídeos 
de membrana. A próxima etapa é regulada pelas enzimas COX. A primeira enzima a 
ser descoberta foi a COX-1 (Hamberg et al., 1974). Posteriormentea COX-2 foi 
identificada e clonada (COX-2) (Kujubu et al., 1991). As duas enzimas possuem 
características bem distintas como por exemplo, são codificadas por genes 
diferentes e tem padrões de expressão distintos. A primeira é constitutiva e, 
portanto, é expressa em todos os tecidos, mas em poucos tipos celulares como 
macrófagos e fibroblastos. Por outro lado, a COX-2 é induzida e transitória e 
encontrada em baixíssimos níveis em alguns tecidos não-inflamados. Uma vez 
induzida por LPS ou citocinas durante a resposta inflamatória ou febril (Smith et al., 
2011), seus níveis se elevam e se tornam superiores em relação à COX-1 (Serrano 
et al., 2011). Essas enzimas convertem o ácido araquidônico em seus precursores, 
prostaglandina G2 (PGG2) e em seguida prostaglandina H2 (PGH2). 
O último passo é a biossíntese das mais diferentes isoformas de 
prostaglandinas. Para a formação de cada uma, é necessária uma enzima 
específica. Iremos enfatizar a síntese da PGE2 pois é o autacóide que será discutido 
no presente estudo. Mais especificamente, 3 enzimas foram identificadas e 
caracterizadas para sintetizar PGE2: prostaglandina E sintase-1 microssomal 
(mPGES-1), prostaglandina E sintase-2 microssomal (mPGES-2) e prostaglandina E 
sintase citosólica (cPGES). A primeira é a mais estudada. A mPGES-1 é induzida, é 




al., 2001; Jakobsson et al., 1999; Murakami et al., 2000). Outras prostaglandinas que 
também podem ser paralelamente sintetizadas são as: PGF2α, PGD2 e PGI2 . 
A administração i.c.v. de PGE2 em ratos causa uma resposta febril 
extremamente rápida e intensa (Fraga et al., 2008; Brito et al., 2016). Ainda, animais 
com deleção para COX-2 e mPGES-1 não desenvolvem resposta febril com a 
administração de LPS (Wilhelms et al., 2014; Engblom et al., 2003) sugerindo que 
essas duas enzimas são cruciais para a indução de febre. Uma vez sintetizada e 
liberada, a PGE2 pode se ligar a 4 diferentes subtipos de receptores, EP1, EP2, EP3 e 
EP4 e todos foram encontrados na área POA do hipotálamo (Oka et al., 2000). No 
entanto, o receptor EP3 parece ser o principal envolvido na resposta febril induzida 
por LPS (Ushikubi et al., 1998). Os receptores EP3 existem em três isoformas: EP3α, 
EP3β e EP3γ. Estas isoformas diferem entre si pela sua cauda c-terminal, sua 
eficiência em ativar e ligar à proteína G e sua via de transdução de sinal (Sugimoto 
et al., 1993). As duas primeiras isoformas do receptor EP3 estão acopladas à 
proteína G inibitória enquanto que a isoforma γ pode tanto estimular quanto inibir a 
adenilato ciclase (Irie et al., 1993).  
O CRF é um outro mediador que está envolvido na efetivação da resposta 
febril embora também esteja relacionado com respostas envolvendo estresse e 
ativação do eixo hipotálamo-pituitária-adrenal. Após a administração i.c.v. de CRF, o 
aumento da temperatura corporal é acompanhado de uma vasoconstrição caudal, 
confirmando a ativação de mecanismos de conservação de calor (Figueiredo et al., 
2010). A administração de antagonista não-seletivo para os receptores de CRF, 
reduziu a temperatura corporal e ativação do TAM induzida por IL-1β, mas não a 
induzida por TNF-α ou PGE2 em ratos (Rothwell et al., 1989) sugerindo que o CRF 
induz uma resposta febril com ativação de mecanismos de dissipação de calor e 
participa da febre induzida pela IL-1β mas não da febre induzida por TNF-α ou 
PGE2.  
A ET-1 faz parte de uma família de peptídeos que são importantes como 
vasconstritores bem como, para a resposta febril. Ela é produzida e liberada durante 
a estimulação com LPS e induz febre através de receptores ETB (Fabrício et al., 
1998). A ET-1 induz uma resposta febril independente de síntese de prostaglandinas 
e IL-1β, embora a mesma possa ter a capacidade de liberar estes eicosanóides 
(Fabricio et al., 1998; Wanecek et al., 2000). Embora participe da resposta febril 




PAMPs como zimosan e ácido poliinosínico:policitidílico (Poli I:C) (Kanashiro et al., 
2015; Bastos-Pereira et al., 2015). 
A relação entre os opióides endógenos e a resposta febril tem sido 
extensivamente estudada. A administração de morfina i.c.v. induz um aumento de 
temperatura corporal em ratos e o uso de antagonistas opioidérgicos reduzem a 
febre induzida por TNF-α, IL-6, CRF, ET-1 e CCL3/MIP-1α mas não por IL-1β e 
PGE2  (Fraga et al., 2008). Ainda, animais com deleção para receptores µ-
opioidérgicos não desenvolveram febre após a administração de LPS (Benamar et 
al., 2005).  
Fraga et al. (2015) verificaram recentemente que os endocanabinóides 
também estão envolvidos na atividade pirogênica de IL-1β, TNF-α, IL-6, CRF e ET-1, 
mas não de PGE2 e PGF2α. Além disso, a anandamida, atuando via receptor CB1 
induz febre que é dependente de prostaglandinas e opióides.  
Szelenyi et al. (1997) verificaram pela primeira vez que a administração i.c.v. 
da SP aumentou a temperatura corporal em ratos. Em nosso grupo de pesquisa, 
verificamos que a resposta febril induzida pela SP ocorre via a ativação de 
receptores NK1 e que a somente a SP gerada no sistema nervoso central, mas não 
aquela gerada perifericamente, é importante para a resposta febril induzida pelo LPS 
(Reis et al., 2011). Ainda, verificamos que esta taquicinina está envolvida no 
desenvolvimento da resposta febril induzida pelo TNF-α, IL-6 e PGE2, mas não de 
CCL3/MIP-1α (Brito et al., 2016). 
 Esses dados reunidos, sugerem que há uma regulação complexa da resposta 
febril. Portanto, nosso grupo de pesquisa sugere que existam duas vias paralelas 
atuando: uma dependente de prostaglandinas e outra, independente. A via 
dependente é ativada por citocinas periféricas como TNF-α, IL-1β, IL-6 e algumas 
quimiocinas (CCL5, CCL22, CXCL1) que liberam PGE2, PGF2α e CRF no cérebro. A 
outra via, seria comandada pelo Fator Pirogênico Pré-Formado de Macrófagos 
(PFPF) e outras quimiocinas que estimulam a liberação de CRF, que por sua vez 
libera ET-1, que atuando via receptores ETB, liberam opióides endógenos. Estas vias 









     
 Figura 2- Vias centrais propostas para desencadear a resposta febril. O lado 
esquerdo demonstra como seria a via dependente de prostaglandinas que iniciaria com 
TNF-α, CCL5, CXCL1, IL-1β e IL-6. O lado direito mostra vias independentes de 
prostagandinas que por sua vez são iniciadas por PPPF, CXCL8, MIP-1α/CCL3 e CCL4. 
Nota-se claramente que o CRF é um mediador que atua em ambas as vias, integrando 
ambas as vias, seja de maneira direta, ou de maneira indireta através da ET-1 ou opióides 
endógenos. As linhas pontilhadas representam vias que ainda não foram investigadas. A 
substância P e os endocanabinóides ainda não foram inseridos nesse contexto pois mais 
estudos ainda precisam ser realizados a fim de elucidar sua real posição nessa via. OpE, 
opidóides endógenos (adaptado de Zampronio et al., 2015). 
 
É indispensável salientar que, embora estas vias pareçam redundantes e 
bastante complexas, não temos dados suficientes para afirmar se todas elas 
envolvem os mesmos tipos celulares presentes na área POA hipotalâmica 
(neurônios ou glia) e nem ao mesmo tempo, sendo mais provável uma ocorrência 
sequencial. Mas o que sabemos, de fato, é que todas são orquestradas a fim de 






 A compreensão dos detalhes da indução destas vias, sua interação com 
diversos sistemas, bem como novas maneiras de bloquear o sistema, são úteis não 
somente para se entender a febre per se (e consequentemente como controlá-la 
mais adequadamente durante processos inflamatórios e infecciosos), mas também 
para se entender como se processa a comunicação entre o sistema imune e o 
sistema nervoso central.  
É importante citar que todos os estudos realizados a fim de elucidar essas 
vias de regulação da resposta febril induzida pelo LPS, foram conduzidos em 
animais experimentais machos. Portanto, não há evidências de que estas vias 
estejam presentes em fêmeas ou que haja algum tipo de regulação, principalmente 
hormonal, dessas vias.  
 
1.4 Antipiréticos e suas limitações 
 
A despeito das diferentes vias de indução de febre, as estratégias 
terapêuticas para bloquear a resposta febril atualmente se restringem somente às 
drogas anti-inflamatórias não-esteroidais (AINE) que bloqueiam as enzimas COX 
reduzindo a síntese de prostaglandinas. Também se necessita de mais estudos para 
situações febris em caso de doenças negligenciadas como dengue, malária, febre 
na infância, na gravidez e na menopausa, pacientes com câncer em fase terminal e 
convulsões febris. 
Por exemplo, o uso de AINEs na dengue é contra-indicado devido as suas 
propriedades anti-agregantes plaquetárias (Singhi et al., 2007). A dipirona ou o 
paracetamol são as drogas mais indicadas justamente por não exercerem esse 
efeito de maneira tão pronunciada. Por mais que a dipirona possa causar 
agranulocitose aguda que tem uma incidência rara, este quadro é bastante grave e 
potencialmente letal podendo desencadear pneumonia e sepse (Hedenmalm and 
Spigset, 2002; Garbe, 2007). Recentemente, verificou-se que os metabólitos dessa 
droga possuem propriedade antipiréticas diferentes e ainda resta avaliar possíveis 
diferenças nos mecanismos antipiréticos destes metabólitos, mesmo após tanto 
tempo de comercialização da dipirona (Malvar et al., 2014). No caso do paracetamol, 
mesmo em doses usuais, pode ocorrer hepatoxicidade (Broughan and Soloway, 




terapêuticas para o bloqueio da resposta febril demonstra ser de extrema 
importância. 
 
         1.5 Diferenças nas respostas imune/inflamatória e termoregulatórias 
relacionadas ao gênero 
 
Sabe-se há bastante tempo que mulheres e homens possuem respostas 
inflamatórias e imunes bastante diferenciadas. As doenças autoimunes, por 
exemplo, afetam aproximadamente 8% da população e 78% destes indivíduos são 
mulheres. As razões para a prevalência alta de doenças autoimunes em mulheres 
são desconhecidas porém atribui-se à diferenças  do sistema imune feminino 
(Fairweather et al., 2004). 
A influência dos hormônios sexuais chega a ser tão profunda que as fêmeas 
produzem mais reações imunes celulares e humorais e são mais resistentes a certas 
infecções. Uma excelente revisão da influência de hormônios sexuais na função de 
linfócitos T e B, monócitos, granulócitos e células NK foi feita por Bouman et al. 
(2005).  
Outro parâmetro da resposta imune/inflamatória que é diferenciado na mulher 
é a percepção do estímulo doloroso. A Associação Internacional para o Estudo da 
Dor (IASP) publicou uma série de consensos sobre o estudo da dor na mulher. Os 
diversos estudos levantados pela IASP sugerem fortemente que há uma maior 
prevalência de patologias relacionadas à dor, como enxaquecas, dor na articulação 
temporo-mandibular, fibromialgia, artrite reumatóide e síndrome do túnel carpal e a 
inflamação em mulheres (Racine et al., 2012a; Racine et al., 2012b). 
É importante que se conheçam estas diferenças de gênero para que 
possamos individualizar a terapia medicamentosa. Diversos pesquisadores 
defendem a necessidade da criação de medicamentos específicos (Manson, 2010). 
Pode-se atribuir as diferenças da farmacologia de gênero, em parte, às variações na 
resposta terapêutica e toxicidade em decorrência da influência dos efeitos 
hormonais na farmacocinética e na farmacodinâmica (Tran et al., 1998). Estas 
diferenças poderiam ser melhor conhecidas se mulheres fossem incluídas com maior 
frequência em estudos clínicos e se os efeitos relacionados ao gênero fossem 




que as reações adversas são maiores em mulheres que nos homens (Franconi et 
al., 2007).  
Outro parâmetro que pode ser considerado diferente entre homens e 
mulheres é o controle da temperatura corporal. A temperatura corporal das mulheres 
varia de acordo com a fase do ciclo menstrual em que ela se encontra. Durante a 
gravidez, por exemplo, ocorre uma redução da febre em animais experimentais 
(Chen et al., 1999; Harre et al., 2006). Isso é bastante perigoso tanto para a mãe 
quanto para o feto, pois em eventuais infecções a febre não seria observada, 
intervenções adequadas não seriam tomadas o que poderia então comprometer o 
desenvolvimento fetal. Isso ocorre provavelmente devido a uma redução na 
expressão supressão da enzima COX-2 em células endoteliais cerebrais com 
consequente redução dos níveis de PGE2 (Mouihate et al., 1998).   
Alem disso, alguns pesquisadores demonstraram haver diferenças das 
respostas febris entre machos e fêmeas. Mouihate & Pittman (2003) reportaram que 
a reposição hormonal com estrogênio e progesterona em ratas ovariectomizadas 
reduziram a resposta febril ao LPS comparativamente a ratas ovariectomizadas 
controles. Mouihate et al. (1998) verificaram ainda que os hormônios ovarianos 
também reduziram os níveis plasmáticos de IL-1β, mas não de IL-6, induzidos pelo 
LPS. Entretanto, a resposta febril induzida por IL-1β em fêmeas durante diferentes 
fases do ciclo estral é similar à de machos. Mas a febre induzida por IL-1β foi 
significativamente maior e mais prolongada em fêmeas no proestro do que em 
diestro.  
Recentemente, Iwasa et al. (2014a, 2014b) verificaram que administração 
i.c.v. de LPS em ambos os animais falso-operados e ovariectomizados (OVX) 
aumentou os níveis hipotalâmicos de IL-1β e COX-2 e que tratamento agudo com 
estradiol, não reduziu o aumento de temperatura induzido por endotoxina. Já a 
administração do mesmo pirogênio, porém via intraperitoneal nos mesmos grupos, 
aumentou os níveis de IL-1β, TNF-α e IL-6 e a administração de LPS i.c.v. nos 
animais OVX desencadeou uma resposta febril maior quando comparados com 
animais falso-operados. Esses estudos foram conduzidos focando no modelo de 
ovariectomia como uma maneira de induzir obesidade nos animais e não para 
verificar a influência dos hormônios durante a resposta febril. 
 Os escassos estudos relacionando febre em fêmeas abrangem somente LPS 




podem estar envolvidos na resposta febril induzida por LPS ou mesmo se as ratas 































































2.1  OBJETIVO GERAL 
 
O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta febril induzida por endotoxina 
bacteriana e por diferentes mediadores que são liberados por este pirogênio em ratas, bem 
como a influência de hormônios sexuais femininos nestas respostas. Em complementação, 
investigamos a expressão de COX-2 e de diversos receptores destes mediadores centrais 
em ratas após a administração de LPS e a influência da ovariectomia sobre esta expressão. 
 
2.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 
  ● avaliar o ritmo circadiano da temperatura corporal em ratas falso-operadas 
e ovariectomizadas; 
●avaliar a resposta febril induzida pelo LPS em ratas falso-operadas e 
ovariectomizadas e compará-la com a resposta febril induzida por esta endotoxina 
em machos; 
● avaliar a influência do tratamento subcrônico com 17β-estradiol sobre a 
resposta febril induzida pelo LPS em ratas ovariectomizadas; 
● avaliar os níveis plasmáticos de hormônios sexuais durante a resposta 
febril induzida pelo LPS;  
● avaliar a resposta febril induzida por IL-1, TNF- eCCL3/MIP-1α em ratas 
falso-operadas e ovariectomizadas ; 
● avaliar o efeito do antagonista para receptores RANK (OPG) na resposta 
febril induzida pelo LPS em ratas falso-operadas e ovariectomizadas; 
● avaliar a expressão de receptores RANK em neurônios e astrócitos 
hipotalâmicos de ratas falso-operadas e ovariectomizadas ; 
● avaliar a participação de prostaglandinas através do tratamento com 
indometacina na resposta febril induzida por LPS em ratas falso-operadas e 
ovariectomizadas; 
● avaliar os níveis de prostaglandinas no Fluido Cerebroespinhal durante aa 
resposta febril induzida pelo LPS em ratas falso-operadas e ovariectomizadas ; 
● avaliar a expressão de COX-2 e receptores EP3 em neurônios e astrócitos 





● avaliar a resposta febril induzida por PGE2, CRF, ET-1, opióides 
endógenos e Substância P   em ratas falso-operadas e ovariectomizadas ; 
   ● avaliar a expressão de receptores CRF I/II, ETB , µ-opióide e NK1 em 
neurônios e astrócitos hipotalâmicos de ratas falso-operadas e ovariectomizadas 





























Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, machos e 
fêmeas, pesando entre 180-220 g, provenientes do Biotério do Setor de Ciências 
Biológicas da Universidade Federal do Paraná. Os animais foram mantidos em 
condições controladas de temperatura (22  2°C) e luminosidade (ciclo 
claro/escuro de 12 horas), com livre acesso a ração e água, antes dos 
experimentos. Os animais foram transferidos do biotério para a sala de 
ambientação no mínimo 2 dias antes dos experimentos e ficaram agrupados em 
um número máximo de 5 animais por caixa.  
Os experimentos foram conduzidos de acordo com as orientações para o 
cuidado com animais de laboratório e com as considerações éticas descritas nos 
protocolos experimentais aprovados pelo Comitê de Ética no Uso de Animais do 
Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do Paraná (no 626) e pelo 





A ovariectomia foi feita de acordo com Iwasa et al.(2014a). As ratas foram 
previamente anestesiadas com cetamina/xilasina (60/7,5 mg/kg, i.p.) e logo em 
seguida foi realizada uma assepsia da região ventral dos animais (supra-púbica) 
para posterior laparotomia de aproximadamente 2 cm na linha mediana. Os ovários 
e as trompas foram identificados, as trompas foram ligadas com fio de sutura e os 
ovários isolados e retirados após a ligadura. Posteriormente, a incisão foi suturada. 
Após 21 dias foi feita a comprovação do anestro através do esfregaço vaginal. 
Animais falso-operados (sham) foram submetidos ao mesmo procedimento cirúrgico, 
mas os ovários e as trompas permaneceram intactos. 
 






O implante dos registradores remotos de temperatura foi feito de acordo com 
De Sousa et al. (2002).. Um dia antes do implante na cavidade peritoneal, os 
registradores remotos de temperatura (SubCue data loggers, Calgary, Canadá) 
foram programados para iniciar o registro de temperatura no dia do experimento 
(6 a 7 dias após o procedimento cirúrgico). Em seguida, o ponto de conexão dos 
mesmos com o computador foi protegido com silicone biocompatível. Para o 
implante do registrador no dia seguinte, os animais foram anestesiados com 
cetamina/xilasina (60/7,5 mg/kg, i.p.). Após tricotomia e antissepsia da pele da 
região ventral dos animais, foi realizada uma incisão na pele, e posterior incisão 
da camada muscular e peritoneal, para inserção dos registradores na cavidade 
peritoneal. Os registradores ficaram imersos em etanol 70% no mínimo 30 min 
antes do implante, para garantir assepsia da superfície dos mesmos, e foram 
imersos em solução fisiológica estéril imediatamente antes do implante na 
cavidade peritoneal. 
Em seguida, as camadas foram suturadas, separadamente, com fio 
cirúrgico de algodão 3-0. Após a cirurgia, os animais receberam injeção de 
oxitetraciclina - Terramicina (400 mg/kg, im), como profilaxia cirúrgica. Os animais 
também foram tratados durante dois dias com cetoprofeno, 10 mg/kg por via 
subcutânea logo em seguida ao procedimento cirúrgico para minimizar o 
desconforto decorrente da cirurgia. 
 
3.4 IMPLANTE DA CÂNULA NO VENTRÍCULO LATERAL 
 
O implante da cânula no ventrículo lateral direito dos animais foi realizado 
com o objetivo de injetarmos as substâncias  por via i.c.v de acordo com De 
Sousa et al. (2002).. Este procedimento foi realizado após o implante do 
registrador remoto de temperatura na cavidade peritoneal, sob o mesmo efeito 
anestésico.  
As cânulas foram preparadas utilizando-se agulhas descartáveis 30 x 8 
mm que foram polidas até atingirem um comprimento de 14 mm. Antes do 





Após tricotomia e antissepsia da pele, as cabeças dos animais foram 
imobilizadas em um aparelho estereotáxico (David-Kopf, modelo 900-E.U.A). Foi 
administrado por via subcutânea (sc) 0,2 ml de lidocaína a 2% com noradrenalina 
na parte superior da cabeça, seguida de uma incisão de aproximadamente 1 cm 
de diâmetro na pele para exposição da calota craniana. Este procedimento facilita 
a remoção do periósteo, inibindo a resposta ao estímulo nociceptivo e diminuindo 
o sangramento. 
Após a localização do bregma, tomado como ponto de referência, os 
parâmetros estereotáxicos utilizados para a perfuração do crânio e implantação 
da cânula no ventrículo lateral direito foram de -0,8 mm anteroposterior e -1,5 mm 
lateralmente, sendo a inclinação da barra incisal de -3,3 mm.  
As cânulas esterilizadas foram conectadas por meio de um segmento de 
polietileno PE-50 a uma cânula guia, fixada ao estereotáxico, e introduzidas no 
tecido cerebral com coordenada ventral de 2,5 mm abaixo da superfície craniana.  
Todas as coordenadas estereotáxicas foram determinadas com base no atlas de 
Paxinos & Watson (2005). 
Após sua introdução no tecido cerebral, as cânulas foram fixadas 
utilizando-se uma prótese de acrílico auto-polimerizável, com o auxílio de dois 
parafusos rosqueados à calota craniana (esterilizados previamente). Os 
experimentos foram conduzidos entre 6 e 7 dias após o procedimento cirúrgico, 
para permitir a recuperação dos animais.   
A fim de verificarmos a posição da cânula, após o término dos 
experimentos de avaliação da resposta febril, os animais foram anestesiados com 
halotano e receberam 3 l do corante azul de pontamida, no local correspondente 
à microinjeção. Em seguida, os ratos foram decapitados e os encéfalos extraídos, 
cortando-se transversalmente a região correspondente à localização da cânula, 
sendo o local da microinjeção verificado macroscopicamente. 
Os animais em que a injeção do corante mostrou-se fora do ventrículo 
lateral ou que apresentaram um padrão anormal de ganho de peso foram 
excluídos dos experimentos. 
 





           A determinação da variação da temperatura corporal foi feita conforme 
descrito por Bastos-Pereira, 2015.No dia anterior aos experimentos, os animais 
foram transferidos para uma sala climatizada a 28 ± 1º C que corresponde à zona 
de termoneutralidade dos ratos (Gordon, 1990; Poole and Stephenson,1977; 
Romanovsky et al., 2002). A leitura da temperatura corporal pelos registradores 
remotos iniciou-se às 07:00 h do dia seguinte. Permitiu-se a leitura da 
temperatura em torno de 2 h, a fim de se obter os níveis basais de temperatura 
corporal. Os tratamentos e estímulos foram feitos entre as 09:00 e 11:00 h para 
evitar possíveis interferências das variações circadianas de temperatura nos 
resultados obtidos. O registro da temperatura foi feito por pelo menos 6 h  após o 
estímulo pirogênico, a cada 15 min (com exceção do experimento em que foi 
injetada PGE2 que foi feito por 2 h). 
Os animais foram mantidos dentro de suas respectivas gaiolas e 
manuseados o mínimo possível. Ao final do experimento, os animais foram 
eutanasiados com overdose de anestésico, os registradores retirados da cavidade 
peritoneal e os dados coletados em computador. A temperatura basal dos animais 
foi calculada levando-se em conta pelo menos 4 medidas de temperatura antes 
da administração de qualquer substância. A partir desta basal foi calculada a 
variação da temperatura corporal de cada animal. Somente animais que 
apresentaram temperaturas basais entre 36,7 e 37,4 ˚C foram considerados. 
 
3.6 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS  
Iniciamos nossos experimentos avaliando a temperatura corporal basal de 
ratas falso-operadas e OVX durante um período de 24 h (ritmo circadiano). Em 
uma segunda etapa de experimentos, comparamos a resposta febril induzida pelo 
LPS derivado de E. coli em ratos machos, fêmeas falso-operadas e OVX. Os 
animais receberam LPS (50 µg/kg, i.p.) e a temperatura corporal foi registrada 
conforme descrito anteriormente. Os animais controle receberam o mesmo 




operadas e OVX receberam a mesma dose LPS e após 3 h amostras de sangue 
foram coletadas conforme descrito abaixo para dosagens hormonais.  
Com o objetivo de verificar se a reposição crônica de estrogênio poderia 
influenciar essa resposta, animais OVX foram tratados com 17β-estradiol (1 
mg/kg, s.c., 1 vez ao dia) ou o mesmo volume de óleo mineral (veículo) por 7 dias. 
Os animais receberam então LPS (50 µg/kg, i.p) ou salina (veículo) 1 h após o 
tratamento hormonal e a temperatura corporal foi registrada. 
Para avaliar possíveis diferenças na resposta febril induzida pelos diferentes 
mediadores envolvidos na resposta febril, animais falso-operados e OVX 
receberam  IL-1 (3.1 pg, i.c.v., 2 l), TNF- (250 ng, i.c.v., 2 l), CCL3/MIP-1α 
(500 ng, i.c.v., 2 l), PGE2 (250 ng, i.c.v., 2 l), CRF (2,5 µg, i.c.v., 2µL), ET-1 (1 
pg, i.c.v., 2 l), morfina (agonista opióide, 10 µg, i.c.v., 2 l) ou substância P (500 
ng, i.c.v., 2 l) ou o mesmo volume de veículo (salina estéril 0,9% em um volume 
de 2L) e sua temperatura corporal foi registrada durante 6 h para todos as 
citocinas e mediadores e durante 2 h para a PGE2. No caso da substância P, os 
animais receberam 15 min antes da substância P, captopril (5 µg, i.c.v., 2 µl) a fim 
de reduzir a metabolização deste peptídeo (Reis et al., 2011). 
Ainda, a fim de aprofundar a avaliação do envolvimento de prostaglandinas 
na resposta febril induzida pelo LPS, animais falso-operados e OVX foram 
tratados com indometacina (2 mg/kg, i.p.) ou o mesmo volume (Tampão Tris-HCl, 
pH 8.2) e após 30 min, receberam LPS (50 g/kg, i.p) e a temperatura corporal foi 
avaliada por 6 h. Posteriormente, o mesmo protocolo foi repetido e amostras do 
fluido cerebroespinhal foram coletadas conforme descrito abaixo para 
quantificação dos níveis de prostaglandinas. 
Para avaliar uma possível participação de RANKL na resposta febril em 
fêmeas, os animais foram tratados com OPG (antagonista de RANKL, 1µg, i.c.v., 
2 µl) ou veículo (salina estéril 0,9%, 2L) e após 30 min, receberam LPS (50 
g/kg, i.p) ou veículo (salina estéril com mesmo volume) e a temperatura corporal 
foi avaliada por 6 h.  
As doses dos pirogênios foram baseadas em curvas dose-resposta 
previamente determinadas pelo nosso laboratório e representam doses sub-




2011). As doses de indometacina e OPG também foram baseadas em estudos 
prévios (Fraga et al., 2008; Hanada et al., 2009). 
As administrações por via i.c.v. foram realizadas no ventrículo lateral direito 
dos animais através de uma agulha de injeção (30 G), que excedeu a cânula em 
2,0 mm, acoplada a um tubo de polipropileno P10, conectado a uma micro-
seringa Hamilton (capacidade de 25 L).  
3.7 COLETA DE SANGUE PARA ENSAIO DE DOSAGEM HORMONAL  
 
Amostras de sangue foram coletadas a partir da veia cava posterior utilizando 
seringas heparinizadas e o plasma foi imediatamente separado por centrifugação a 
2000 g, a temperatura ambiente durante 20 min. Os níveis plasmáticos de estradiol 
e testosterona foram dosados pelo método de ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay, Abbott Laboratories, Illinous, E.U.A.) e a reação foi 
realizada de acordo com as instruções dos fabricantes.  
 
3.8 COLETA DE FLUIDO CEREBROESPINHAL PARA QUANTIFICAÇÃO DE 
PROSTAGLANDINAS  
Animais falso-operados e ovariectomizados foram tratados 
intraperitonealmente com LPS ou salina, após 3 h anestesiados com halotano e 
devidamente posicionados no estereotáxico. O líquido cerebroespinhal (CSF) foi 
aspirado diretamente através de um escalpe tamanho 27 com acesso à cisterna 
magna (Consiglio & Lucio, 2000) e o volume coletado variou entre 50 a 100 µl. As 
amostras foram coletadas em tubos contendo indometacina (2 µg/2 µl) para evitar 
uma produção tardia de prostaglandinas, sob gelo e centrifugadas a 1.000 g, 4°C, 
durante 10 min. Todas as amostras foram armazenadas em -80°C para posterior 
análise. Os níveis de PGE2 foram quantificados por ELISA de acordo com as 
instruções do fabricante (ELISA, Cayman Chemicals Company, Ann Arbor, E.U.A). 
 
3.9  IMUNOFLUORESCÊNCIA PARA MICROSCOPIA CONFOCAL 
 
Adicionalmente, avaliamos a expressão de diversos receptores de 




induzida por LPS. Para tanto, animais falso-operados e OVX foram tratados com 
LPS (50 g/kg, i.p) ou o mesmo volume de salina. Os animais foram anestesiados 
com cetamina/xilasina conforme descrito acima e após 3 h, submetidos à perfusão 
via transcardíaca com incisão no ventrículo esquerdo com 300 ml de PBS, 0,1 mM, 
pH 7,4 para remoção de sangue, seguido de 300 ml de solução de paraformaldeído 
(PFA) 4% para fixação do tecido. Os encéfalos foram removidos para posterior 
análise dos receptores EP3, RANK, CRF I/II, ETB, µ-opióide ou NK1 no tecido 
hipotalâmico identificando-se sua co-expressão em astrócitos e neurônios.  
Após a remoção da caixa craniana, os encéfalos foram pós-fixado por 2 h em 
PFA 4%, e logo em seguida crioprotegido através de concentrações crescentes de 
sacarose (10%, 20%, e 30%). As amostras foram embebidas em Tissue-Tek® e 
rapidamente congeladas em nitrogênio líquido. Fatias de cérebro foram seccionadas 
em uma espessura de 30 µm, em cortes seriados, em criostato Leica CM3050 (Leica 
Microsystems, Cingapura) de acordo com as coordenadas do cérebro de ratos 
(Paxinos & Watson, 1998). Todas as reações de imunofluorescência para confocal 
foram realizadas pelo método de free-floating (flutuação livre). Inicialmente, os cortes 
foram lavados por 4 vezes com PBS (pH=7,4) para retirada de impurezas 
decorrentes do processamento de corte, seguida de uma lavagem com Triton X-100 
0,3% durante 1 min. Posteriormente, as amostras foram incubadas com solução de 
glicina 1% durante 5 min seguida pela solução de bloqueio com solução de albumina 
sérica bovina (BSA) 1% durante 1 h. A partir desse passo, o protocolo foi 
diferenciado para marcação simples e para marcação dupla.  
Para a marcação simples, foi realizada a imunomarcação para COX-2. Os 
cortes foram incubados durante 12 h com anticorpo anti-COX-2 (1:200, cabra, sc-
1747, M-19, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, E.U.A.) a 4ºC. A partir desta 
etapa, todas as reações foram realizadas no escuro. Após lavagem com solução de 
bloqueio de Triton X-100 0,3% (3x/5 min), os cortes foram incubados em uma placa 
de 12 poços em 300 µl/poço com anticorpo secundário Alexa Fluor 647 (1:300,cabra, 
sc-45066, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Dallas, E.U.A) por 2 h, a 4ºC. Em seguida, 
os cortes, lavados com PBS e montados em lâminas de vidro utilizando o meio de 
montagem Fluoromont-G com DAPI (17984-24, Eletron Microscopy Sciences, 
Hatfield, E.U.A.) para evidenciar os núcleos das células. 
Para a marcação dupla, foram realizadas imunomarcações para os tipos 




NK1, µ-opióide, EP3, RANK  e ETB. Aqui, é importante enfatizar que a coleta dos 
cérebros para a realização de todas duplas marcações para astrócitos foi 
diferenciada. O mesmo protocolo foi executado, porém, não foi utilizado em nenhum 
passo, o paraformaldeído pois o mesmo modifica os epítopos de reconhecimento de 
alguns anticorpos, como para ETB e GFAP, impossibilitando a visualização de sua 
imunomarcação. Dessa maneira, a imunomarcação de ETB foi realizada somente 
em astrócitos e não em neurônios.  
Os cortes foram incubados overnight com os anticorpos primários para tipo 
cellular: anti-NeuN (MAB377, camundongo, 1:500,300 µl/poço, Millipore, 
Massachusetts, E.U.A.), para neurônios, ou anti-GFAP (sc-51908, camundongo, 
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, E.U.A) para astrócitos. Em seguida, as 
secções foram lavadas com solução de bloqueio Triton X-100 0,3% (3x/5 min) 
seguida de solução de PBS (2x/2 min). Em seguida os cortes foram incubados com 
os anticorpos dos seguintes marcadores:  CRF I/II (1:50;sc-5543;coelho), NK1 
(1:50;sc-14115;carneiro), µ (1:50;sc-15310;coelho), EP3 (1:50;sc-20676; coelho) , 
RANK (1:300; sc-9072;coelho) e ETB (1:50;sc-33538;coelho) todos provenientes da 
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Dallas, E.U.A. durante 12 h. Posteriormente, os 
cortes foram lavados com Triton  X-100 0,3% (3x/5 min) seguida de solução de PBS 
(2x/2 min). Foram utilizados os seguintes anticorpos secundários: Texas red (1:300, 
anti-mouse,T862, ThermoFischer Scientific, Waltham, USA) para neurônios e FITC 
(A11063, ThermoFischer Scientific, Waltham, USA), para astrócitos, durante 2 h. 
Após isso, as secções foram lavadas novamente com Triton  X-100 0,3% (3x/5 min) 
seguida de solução de PBS (2x/2 min). Os anticorpos secundários utilizados para os 
receptores foram provenientes de coelhos na cor verde FITC (F-0382, Sigma 
Alderich & Co, EUA), para a dupla marcação com neurônios e na cor vermelha 
(31573,  ThermoFischer Scientific, Waltham, USA), para a dupla marcação com 
astrócitos. Para finalizar a reação, o excesso de anticorpos foi retirado com lavagens 
sequenciais de Triton-X100 e PBS, como supracitado. 
Os experimentos foram executados com 3 a 4 animais em cada grupo e a 
análise foi realizada com 6 a 10 cortes, no mínimo, por animal. Depois da última 
lavagem, os cortes foram montados utilizando o meio de montagem Fluoromont-G 
corado com DAPI (#17984-24, Eletron Microscopy Sciences, Hatfield, E.U.A.) para 
visualização do núcleo celular. As secções foram montadas utilizando lâminas e 




foram observados sob microscópio de fluorescência invertido da Nikon A1RiMP 
(Nikon, Tokyo,Japan), com magnificações para 60 e 100X em óleo. As imagens 
(imagens ópticas de Z) foram visualizadas e analisadas pelo programa de Software 
de Imagem Nis Elements 4.20 (NIKON, Tokyo, Japan). Os controles das reações 
foram os seguintes: grupo branco, com DAPI, mas sem anticorpos primários ou 
secundários e grupo controle de secundários, com o anticorpo secundário e DAPI na 
ausência do anticorpo primário. Ambos são importantes para a devida calibração do 
aparelho, verificação da morfologia dos tecidos, determinação de possíveis reações 
inespecíficas e análise da autofluorescência do tecido. Os campos para análise 
foram escolhidos aleatoriamente, baseado na localização hipotalâmica, e sua 
intensidade de fluorescência foi quantificada pelo programa Image J 1.4 (National 
Institutes of Health, Maryland, E.U.A.) e os resultados foram expressos em unidades 
arbitrárias. 
3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Todos os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 
(EPM). Os dados referentes à temperatura corporal basal foram analisados 
utilizando teste t de Student. Já os dados referentes à temperatura corporal e 
variação da temperatura corporal foram analisados por análise de variância 
(ANOVA) de duas vias (Two-way) para medidas repetidas, seguida do teste de 
Bonferroni para comparações múltiplas. Os níveis de prostaglandinas, hormônios e 
intensidade de fluorescência foram analisados por ANOVA de uma via (One-way) 
seguida do teste de Bonferroni para comparações múltiplas. O nível de significância 
adotado foi de 5% (=0,05). Todos os cálculos estatísticos foram realizados 
utilizando o programa estatístico GraphPad Prism version 6.00 for Windows, San 





















4.1 AVALIAÇÃO DA TEMPERATURA CORPORAL DE RATAS FALSO-
OPERADAS E OVARIECTOMIZADAS  
 
 
Na avaliação do ritmo circadiano da temperatura corporal em ratas 
falso-operadas e OVX, ambos os grupos apresentaram temperaturas mais baixas 
durante o dia (fase clara) e mais altas no período da fase escura (Figura 3A). Não 
foram encontradas diferenças significativas de temperatura entre os grupos embora 
os registros da temperatura do grupo OVX tenham se mostrados mais variáveis ao 
longo do período. 
Adicionalmente, analisamos todas as temperaturas basais (ou seja, 
antes de qualquer tratamento realizado nos animais) de grande parte dos animais 
utilizados nesse estudo. Embora os animais em ambos os grupos tenham 
apresentado temperaturas basais em torno dos limites normais atribuídos para 
esses experimentos (36,7 e 37,4 C), os animais OVX apresentaram uma 
temperatura basal significativamente maior em relação aos animais falso-operados 
(Figura 3B). A fim de evitar possíveis influências desta diferença nas temperaturas 
basais, os dados serão apresentados como variação na temperatura corporal, nos 
experimentos subsequentes. 
Ainda, já nesta fase inicial, observamos que os animais OVX 














          












































































Figura 3- Temperatura corporal de ratas falso-operadas e ovariectomizadas. Ratas falso-
operadas (Sham) e OVX foram submetidas à cirurgia para implante na cavidade peritoneal de 
registradores remotos de temperatura 15 dias após a retirada ou não dos ovários. Uma semana 
após o implante, a temperatura corporal foi monitorada a cada 15 min durante 24 h (Painel A). A 
temperatura basal de um grande número de animais utilizados neste estudo foi considerada como 
no mínimo quatro medidas de temperatura antes de qualquer tratamento (Painel B). Os pontos e 
as barras representam a média ± e.p.m. da temperatura corporal (°C) dos animais (n=8-10 para A 




4.2 RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA POR LPS EM RATOS MACHOS E FÊMEAS 
FALSO-OPERADAS E OVARIECTOMIZADAS 
 
 
A administração intraperitoneal de salina não alterou a temperatura corporal 
dos animais. A administração de LPS (50 g/kg) em ratos machos induziu uma 
resposta febril significativa que iniciou em torno de 105 min após a administração do 
estímulo, atingiu valores máximos em 2 h e permaneceu significativamente maior do 
que o controle até a 6a hora (Figura 4A). No entanto, a administração da mesma 
dose de LPS em ratas falso-operadas induziu uma resposta febril significativamente 
menor que iniciou somente 3 h após a administração de LPS e que permaneceu até 
o final do experimento (Figura 4A). Diferenças significativas entre machos e fêmeas 
falso-operadas foram observadas no início da febre (entre 105 e 135 min) e na fase 
tardia da febre (225 min e 285 min) (Figura 4A). Em contraposição, a administração 
de LPS em ratas OVX promoveu uma resposta febril significativamente maior 
quando comparada àquela observada em ratas falso-operadas (Figura 4B). A 
resposta febril em ratas OVX iniciou 2,5 h após a administração de LPS e 
permaneceu até o final do experimento. Esse perfil de resposta febril foi similar ao 
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Figura 4- Resposta febril induzida por LPS em ratos machos, fêmeas falso-operadas e 
OVX. Os animais foram tratados com LPS (50 µg/kg, i.p.) ou o mesmo volume de salina (Sal) 
e a resposta febril foi avaliada durante 6 h. O painel A compara ratos machos e fêmeas falso-
operadas (Sham) e o painel B compara ratos machos e fêmeas OVX. Os pontos representam 
a média ± e.p.m. da variação da temperatura corporal (°C) dos animais (n=5-7). *p<0.05 






4.3 EFEITO DO PRÉ-TRATAMENTO COM 17β-ESTRADIOL SOBRE A 
RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELO LPS EM RATAS OVARIECTOMIZADAS E 
NÍVEIS PLASMÁTICOS DOS HORMÔNIOS APÓS A ADMINISTRAÇÃO DO LPS 
 
 
 A administração de LPS em ratas OVX promoveu um aumento na 
temperatura corporal (Figura 5A). Já o pré-tratamento subcrônico com 17β-estradiol 
em animais OVX reduziu a febre induzida pelo LPS. A administração do 17β-
estradiol isoladamente não promoveu alterações significativas na temperatura 
corporal (Figura 5A).  
Também foi observado que os níveis de estradiol foram reduzidos nos 
animais OVX tratados com salina quando comparado aos animais falso-operados 
tratados com salina (Figura 5B). A administração de LPS em animais falso-operados 
ou OVX não modificou de maneira significativa os níveis de estradiol (Figura 5B).  
Não foram evidenciadas mudanças significativas nos níveis de testosterona 
entre os animais falso-operados e OVX que receberam salina (Figura 5C). 
Surpreendentemente, a administração de LPS aumentou significativamente os níveis 
plasmáticos de testosterona em ambos os animais falso-operados e OVX. Além 
disso, os níveis de testosterona foram significativamente maiores em animais falso-
operados quando comparados com animais OVX (Figura 5C). 
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Figure 5- Efeito do tratamento dos animais com 17β-estradiol sobre a resposta febril induzida 
pelo LPS e níveis plasmáticos de hormônios após a administração de LPS. Os animais OVX 
foram tratados durante 7 dias com 17β-estradiol (E2, 1 mg/kg, s.c.) ou veículo (Veíc, óleo mineral) 
(Painel A). No 7o dia, os animais receberam LPS (50 µg/kg, i.p.) ou salina e a temperatura corporal 
foi medida durante 6 h. Outro grupo de animais falso-operados (Sham) e OVX receberam a mesma 
dose de LPS ou salina (Sal) e os níveis plasmáticos de estradiol (Painel B) e testosterona (Painel C) 
foram analisados após 3 h. Os pontos e as barras representam a média ± e.p.m. da variação da 
temperatura corporal (°C) (n=5-10, Painel A) ou níveis hormonais (pg/ml) (n=5-7, Painéis B e C, 
respectivamente). *p<0.05 quando comparado com Veíc Sal ou seu respectivo grupo salina; 
**p<0.05 quando comparado com Sham LPS; ***p<0.05 quando comparado com Sham Sal; #p<0.05 







4.4 RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA POR INTERLEUCINA-1β, FATOR DE 
NECROSE TUMORAL-α E PROTEÍNA INFLAMATÓRIA DERIVADA DE 
MACRÓFAGOS-1α EM RATAS FALSO-OPERADAS E OVARIECTOMIZADAS 
 
 A administração de IL-1β em animais falso-operados e OVX induziu uma 
febre similar iniciada em torno de 2 h e que teve duração até o final do experimento 
não havendo diferenças significativas entre os dois grupos (Figura 6A).  
A administração i.c.v. de TNF-α em ratas falso-operadas induziu uma 
resposta febril que iniciou 2 h após a administração da citocina e durou até a 6ª hora. 
No entanto, a administração desta citocina em ratas OVX não induziu uma resposta 
febril significativa (Figura 6B).  
De maneira similar, a administração central de CCL3/MIP-1α, em ratas falso-
operadas promoveu um aumento da temperatura corporal que se iniciou em torno da 
terceira hora e permaneceu até a sexta hora. Essa resposta febril também foi 
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Figura 6- Resposta febril induzida por IL-1β, TNF-α e CCL3/MIP-1α em ratas falso-
operadas e ovariectomizadas. Ratas OVX e falso-operadas (Sham) receberam interleucina-1β 
(IL-1, 3.1 pg, i.c.v. Painel A), fator de necrose tumoral (TNF-, 250 ng, i.c.v., Painel B) e 
proteína inflamatória de macrófago-1α (CCL3/MIP-1α, 500 ng, i.c.v., Painel C), ou o mesmo 
volume de salina (Sal) e a resposta febril foi avaliada durante 6 h. Os pontos representam a 
média ± e.p.m. da variação da temperatura corporal (°C) dos animais (n=4-7). *p<0.05 quando 









4.5 EFEITO DO TRATAMENTO COM OSTEOPROTEGERINA E DISTRIBUIÇÃO 
DE RECEPTORES RANK EM NEURÔNIOS E ASTRÓCITOS HIPOTALÂMICOS 
DURANTE A RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELO LPS  
 
 
  A administração do LPS i.p. promoveu um aumento da temperatura 
corporal de ratas falso-operadas a partir 230 min e permaneceu até o final do 
experimento. O pré-tratamento desses animais i.c.v. com OPG 1 µg/2µL não 
modificou a temperatura corporal induzido pelo LPS (Figura 7A). 
         A administração de LPS i.p. promoveu um aumento significativo da 
temperatura corporal de ratas OVX a partir de 170 min, com pico da resposta por 
volta de 3 h e permanecendo alta até o final do experimento. O pré-tratamento 
desses animais com esse antagonista promoveu uma redução significativa na 
resposta febril induzida pelo LPS (Figura 7B). 
 Animais falso-operados e OVX apresentaram níveis basais similares de 
receptores RANK no hipotálamo. A administração de LPS aumentou a expressão 
destes receptores em ambos os grupos falso-operados e OVX (Figura 8). No 
entanto, a expressão de receptores RANK em animais falso-operados estimulados 
com LPS foi signifivativamente maior que em animais OVX tratados com LPS (Figura 
8). A expressão de receptores RANK ocorreu exclusivamente em neurônios e em 
nenhum grupo foi verificada co-localização dos receptores com astrócitos (Figuras 8 
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Figura 7- Efeito do tratamento com antagonista para receptor RANK osteoprotegerina sobre a 
resposta febril induzida pelo LPS em ratas falso-operadas e ovariectomizadas. Ratas falso-
operadas (Sham) e OVX foram pré-tratadas com osteoprotegerina (OPG) (1µg/2µl, i.c.v.) ou salina 
(Sal, i.c.v.) e após 30 min receberam LPS (50 µg/kg, i.p.) ou o mesmo volume de Sal. A resposta 
febril foi avaliada por 6 h. Os pontos representam a média ± e.p.m. da variação da temperatura 
corporal (°C) dos animais (n=4-7). *p<0.05 quando comparado com o respectivo grupo salina, 







































Figura 8- Receptores RANK são expressos em neurônios hipotalâmicos de ratas tratadas com 
LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados para 
imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são 
representativas da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS (50 µg/kg, i.p.) ou 
salina (Sal) (aumento 100x). Os painéis A, E, I e M mostram imunoreatividade para núcleo (DAPI, azul), 
B,F,J e N para receptor RANK (verde), C,G,K e O para neurônio (NEUN,vermelho) e D,H,L e P a 
sobreposição das imagens (merge). As setas indicam áreas de co-localização (amarelo). Os respectivos 
tratamentos encontram-se representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores dos painéis de 
sobreposição mostram a co-localização em detalhe.  O gráfico abaixo das imagens mostra a 
quantificação das imunomarcações representadas pela media ± e.p.m. da intensidade de fluorescência 
em unidades arbitrárias (U.A.). *p<0.05 quando comparado ao Sham Sal e OVX Sal;**p<0.05 quando 
comparado com Sham Sal, Sham LPS e OVX Sal. 
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Figura 9- Receptores RANK não são expressos em astrócitos hipotalâmicos de ratas tratadas com 
LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados para 
imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são representativas 
da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS (50µg/kg, i.p.) ou salina (aumento 
100x). Os painéis A,D,G e I mostram imunoreatividade para núcleo (DAPI, azul), B,E,H e K para receptor 
RANK (vermelho) e astrócitos (GFAP,verde), C,F,I e L a sobreposição das imagens (merge), com áreas 
indicadas pelas setas do marcador sem co-localização. Os respectivos tratamentos encontram-se 
representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores dos painéis de sobreposição mostram a 
falta de co-localização em detalhe. 
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4.6 ENVOLVIMENTO DE PROSTAGLANDINAS NA RESPOSTA FEBRIL 
INDUZIDA POR LPS EM RATAS FALSO-OPERADAS E OVARIECTOMIZADAS  
 
 
A administração de LPS i.p. em ratas falso-operadas promoveu um 
aumento da temperatura corporal que se iniciou em 170 min, com pico da resposta 
na terceira hora e sustentável até a 6ª hora. A administração de indometacina, um 
inibidor não seletivo das enzimas COX reduziu a resposta febril induzida pelo LPS a 
partir do pico da resposta até o final do experimento (Figura 10A). 
O LPS administrado em animais OVX promoveu um aumento na 
temperatura corporal que se iniciou em torno de 170 min, atingindo o pico em 255 
min permanecendo assim até o final do experimento. A administração de 
indometacina também reduziu a temperatura corporal a partir da terceira hora até o 
final do experimento (Figura 10B).  
A administração de LPS via i.p. em animais falso-operadas foi capaz de 
aumentar a concentração de PGE2 no fluido cerebroespinhal 3 h após a sua 
administração. O tratamento com indometacina reduziu significativamente os níveis 
de PGE2 (Figura 10C). A administração de LPS em animais OVX também promoveu 
um aumento da concentração de PGE2 no pico da resposta febril e que foi reduzido 
com o pré-tratamento com indometacina. No entanto, este aumento foi 
signicativamente maior quando comparado com o mesmo tratamento realizado em 
animais falso-operados. (Figura 10C). 
Como ilustrado na Figura 11, a administração de LPS em animais 
falso-operados aumentou a expressão de COX-2 quando comparado com animais 
que receberam somente o veículo. A administração do mesmo estímulo em animais 
OVX não só aumentou a expressão de COX-2 mas também a distribuiu em toda a 
matriz quando comparado com animais tratados com veículo.  O aumento da 
expressão dessas enzimas em animais OVX foi significativamente maior que em 
animais falso-operados sob o mesmo tratamento (Figura 11). 
A administração i.c.v. de PGE2 em animais falso-operados promoveu 
um aumento rápido da temperatura corporal com inicio em 30 min, atingindo o pico 
em 45 min e finalizando em 60 min (Figura 12). Já a adição da mesma 
prostaglandina em animais OVX promoveu um aumento significativo da temperatura 




min. O aumento de temperatura corporal em animais OVX foi significamente maior 
quando comparado com animais falso-operados tratados com a mesmo estímulo. O 
tratamento com veículo i.c.v. tanto em animais falso-operados quanto em animais 
OVX não modificou a temperatura corporal dos animais (Figura 12). 
No hipotálamo de ratas falso-operadas tratadas com LPS foi observado um 
aumento na expressão de receptores EP3 quando comparado com animais tratados 
com veículo. Animais OVX tratados com LPS apresentaram um aumento na 
expressão de receptores EP3 em neurônios hipotalâmicos quando comparado com 
cérebro de animais tratados com veículo (Figura 13). No entanto, a expressão de 
receptores EP3 em animais OVX estimulados foi significativamente maior que em 
animais falso-operados tratados com LPS (Figura 13). Em nenhum grupo foi 
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Figura 10- Envolvimento de prostaglandinas na resposta febril induzida por LPS em ratas 
falso-operadas e ovariectomizadas. Ratas falso-operadas (Painel A) e OVX (Painel B) foram 
pré-tratadas com indometacina (Ind, 2 mg/kg, i.p.) ou o mesmo volume de Tris e após 30 min 
receberam LPS (50 µg/kg, i.p.) ou o mesmo volume de salina (Sal) e a resposta febril foi avaliada 
por 6 h. Em outro experimento, esse protocolo foi repetido e o CSF foi coletado após 3 h para 
dosagem de PGE2 (Painel C). Os pontos e as barras representam a média ± e.p.m. da variação de 
temperatura corporal (°C, n=5-7) ou dos níveis de PGE2 (pg/ml, n=9-14).*p<0.05 quando 
comparado com o grupo Tris Sal, #p<0.05 quando comparado com o respectivo grupo Tris LPS , &  





         
 
 

















    
 












Figura 11 Enzimas COX-2 são expressas no hipotálamo de ratas tratadas com LPS. Os cérebros de 
fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados para imunofluorescência e as 
imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são representativas da secção de cérebros de 
animais Sham e OVX tratadas com LPS (50µg/kg, i.p.) ou salina (aumento 100x). Os painéis A, D, G e J 
mostram imunoreatividade para núcleo (DAPI, azul), B,E,H e K para enzimas COX-2 (vermelho) e C,F,I e L 
a sobreposição das imagens (merge). As setas indicam a localização da marcação. Os respectivos 
tratamentos encontram-se representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores dos painéis de 
sobreposição mostram a imunomarcação em detalhe. O gráfico abaixo das imagens mostra a quantificação 
das imunomarcações representadas pela média ± e.p.m. da intensidade de fluorescência em unidades 
arbitrárias (U.A.). *p<0.05 quando comparado com os respectivos grupos salina; # p<0.05 quando 
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Figura 12- Resposta febril induzida pela prostaglandina E2 em ratas falso-operadas e 
ovariectomizadas. Os animais receberam prostaglandina E2 (PGE2, 250 ng, i.c.v.) ou o 
mesmo volume de salina (Sal) e a resposta febril foi avaliada por 2 h. Os pontos representam 
a média ± e.p.m. da variação da temperatura (°C) (n=4-7). *p<0.05 quando comparado com o 





































                                   












Figura 13- Receptores EP3 são expressos em neurônios hipotalâmicos de ratas tratadas com 
LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados para 
imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são 
representativas da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS 50µg/kg, i.p. ou 
salina (aumento 100x). Os painéis A, E, I e M mostram imunoreatividade para núcleo (DAPI, azul), B, 
F,J e N para receptor EP3 (verde), C,G,K e O para neurônio (NEUN,vermelho) e D,H,L e P a 
sobreposição das imagens (merge) As setas indicam áreas de co-localização (amarelo). Os 
respectivos tratamentos encontram-se representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores 
dos painéis de sobreposição mostram a co-localização em detalhes. O gráfico abaixo das imagens 
mostra a quantificação das imunomarcações representadas pela media ± e.p.m. da intensidade de 
fluorescência em unidades arbitrárias (U.A.)..*p<0.05 quando comparado com o respectivo grupo 
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Figura 14- Receptores EP3 não são expressos em astrócitos hipotalâmicos de ratas tratadas 
com LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados 
para imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são 
representativas da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS 50µg/kg, i.p. ou 
salina (aumento 100x). Os painéis A, D,G e I mostram imunoratividade para núcleo (DAPI, azul), 
B,E,H e K para receptor EP3 (vermelho) e astrócitos (GFAP,verde), C,F,I e L a sobreposição das 
imagens (merge), com áreas indicadas pelas setas do marcador sem co-localização. Os respectivos 
tratamentos encontram-se representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores dos painéis 
de sobreposição mostram a falta de co-localização em detalhe.. Imagens representativas da secção 




4.7 RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELO FATOR LIBERADOR DE 
CORTICOTROPINA (CRF) E DISTRIBUIÇÃO DE RECEPTORES CRF I/II NO 
HIPOTÁLAMO EM RATAS FALSO-OPERADAS E OVARIECTOMIZADAS 
 
    
     A administração i.c.v. de CRF em animais falso-operados promoveu 
um aumento rápido da temperatura corporal com inicio em 145 min, atingindo o pico 
em 230 min e permanecendo até o final do experimento (Figura 15). Já a injeção do 
CRF em animais OVX não alterou a temperatura corporal a partir de 170 min até o 
final do experimento (Figura 15).  O tratamento com veículo i.c.v. tanto em animais 
falso-operados quanto em animais OVX não modificou a temperatura corporal dos 
animais (Figura 15). 
No hipotálamo de animais falso-operados tratados com LPS observou-
se um aumento na expressão de receptores CRFI/II quando comparado com 
animais tratados com veículo (Figura 16). De maneira similar, animais OVX tratados 
com LPS também apresentaram um aumento na expressão de receptores CRFI/II 
em neurônios hipotalâmicos quando comparado com cérebro de animais OVX 
tratados com veículo (Figura 16). No entanto, não houve diferença significativa na 
expressão de receptores entre animais falso-operados e OVX quando ambos foram 
estimulados com LPS (Figura 16). Em nenhum grupo foi verificado co-localização 
dos receptores com astrócitos (Figura 17). 
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Figura 15- Resposta febril induzida por CRF em ratas falso-operadas e 
ovariectomizadas. Os animais receberam CRF (CRF,2,5µg/2µL, i.c.v.) ou o mesmo volume 
de salina (Sal) e a resposta febril foi avaliada por 6 h. Os pontos representam a média ± e.p.m. 
da variação da temperatura (°C) (n=4-7). *p<0.05 quando comparado com o respectivo grupo 




































Figura 16- Receptores CRFI/II são expressos em neurônios hipotalâmicos de ratas tratadas 
com LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados 
para imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são 
representativas da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS 50µg/kg, i.p. ou 
salina (aumento 100x). Os painéis A, E, I e M mostram imunoreatividade para núcleo (DAPI, azul), B, 
F,J e N para receptores CRFI/II  (verde), C,G,K e O para neurônio (NEUN,vermelho) e D,H,L e P a 
sobreposição das imagens (merge). As setas indicam áreas co-localização (amarelo). Os respectivos 
tratamentos encontram-se representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores dos painéis 
de sobreposição mostram a co-localização em detalhe.  O gráfico abaixo das imagens mostra a 
quantificação das imunomarcações representadas pela media ± e.p.m. da intensidade de 
fluorescência em unidades arbitrárias (U.A.). *p<0.05 quando comparado com o respectivo grupo 
salina; **p<0.05 quando comparado com os respectivos grupos salina e Sham LPS. 
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Figura 17- Receptores CRFI/II não são expressos em astrócitos hipotalâmicos de ratas 
tratadas com LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, 
processados para imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As 
imagens são representativas da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com 
LPS (50µg/kg, i.p.) ou salina (aumento 100x). Os painéis A, D,G e I mostram imunoreatividade 
para núcleo (DAPI, azul), B,E,H e K para receptor CRFI/II (vermelho) e astrócitos 
(GFAP,verde), C,F,I e L a sobreposição das imagens (merge), com áreas indicadas pela setas 
do marcador sem co-localização. Os respectivos tratamentos encontram-se representados na 
vertical. As inserções nos cantos inferiores dos painéis de sobreposição mostram a falta de co-
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4.8 RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELA ENDOTELINA-1 E DISTRIBUIÇÃO DE 
RECEPTORES ETB NO HIPOTÁLAMO EM RATAS FALSO-OPERADAS E 
OVARIECTOMIZADAS 
 
   
A administração i.c.v. de ET-1 em animais falso-operados promoveu 
um aumento rápido da temperatura corporal com inicio em 170 min, atingindo o pico 
em 315 min e permanecendo até o final do experimento (Figura 18). Já a injeção da 
ET-1 em animais OVX não alterou a temperatura corporal a partir de 170 min até o 
final do experimento (Figura 18).  O tratamento com veículo i.c.v. tanto em animais 
falso-operados quanto em animais OVX não modificou a temperatura corporal dos 
animais (Figura 18). 
No hipotálamo de ratas falso-operadas tratadas com LPS foi observado 
um discreto aumento na expressão de receptores ETB quando comparado com 
animais tratados com veículo, porém a quantificação da intensidade de fluorescência 
não apresentou valores significativos (Figura 19). Animais OVX tratadas com LPS 
apresentaram um aumento na expressão de receptores ETB quando comparado com 
cérebro de animais OVX tratados com veículo (Figura 19). No entanto, a expressão 
de receptores ETB em animais OVX tratados com LPS foi estatisticamente maior 
quando comparado com os demais grupos. (Figuras 19). Estes receptores ETB não 
se apresentaram co-localizados com astrócitos (Figura 19).  
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Figura 18- Resposta febril induzida por ET-1 em ratas falso-operadas e 
ovariectomizadas. Os animais receberam ET-1 (ET-1, 1 pg, i.c.v.,) ou o mesmo volume de 
salina (Sal) e a resposta febril foi avaliada por 6 h. Os pontos representam a média ± e.p.m. da 
variação da temperatura corporal (°C) dos animais (n=4-7). *p<0.05 quando comparado com o 


























Figura 19- Receptores ETB não são expressos em astrócitos hipotalâmicos em ratas tratadas com 
LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados para 
imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são representativas da 
secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS (50µg/kg, i.p.) ou salina (aumento 100x). Os 
painéis A, E, I e M mostram imunoreatividade para núcleo (DAPI, azul), B,F,J e N para receptor ETB 
(vermelho), C,G,K e O para astrócito (GFAP,verde) e D,H,L e P a sobreposição das imagens (merge), com 
áreas com áreas indicadas pela setas do marcador sem co-localização. Os respectivos tratamentos 
encontram-se representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores dos painéis de sobreposição 
mostram a co-localização em detalhe. O gráfico abaixo das imagens mostra a quantificação das 
imunomarcações representadas pela media ± e.p.m. da intensidade de fluorescência em unidades arbitrárias 
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4.9 RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA POR MORFINA E DISTRIBUIÇÃO DE 




A administração i.c.v. de morfina em animais falso-operados promoveu 
um aumento rápido da temperatura corporal com inicio em 45 min, atingindo o pico 
em 105 min e finalizando em 195 min (Figura 20). Já a injeção de morfina em 
animais OVX também promoveu um aumento na temperatura corporal a partir de 30 
min, com pico em 75 min e finalizando em 210 min. Não foi verificado diferença 
estatística entre o aumento corporal induzido pela morfina em animais falso-
operados quando comparado com animais OVX. O tratamento com veículo i.c.v. 
tanto em animais falso-operados quanto em animais OVX não modificou a 
temperatura corporal dos animais (Figura 20). 
No hipotálamo de ratas falso-operadas tratadas com LPS foi observado 
um aumento na expressão de receptores µ quando comparado com animais tratadas 
com veículo (Figura 21). Animais OVX tratadas com LPS também apresentaram um 
aumento na expressão de receptores µ-opióide em neurônios hipotalâmicos quando 
comparado com cérebro de animais tratados com veículo (Figura 21). No entanto, 
não houve diferença estatisticamente significativa na expressão desses receptores 
entre animais falso-operados e OVX estimulados com LPS (Figura 21). Em nenhum 
grupo foi evidenciado co-localização dos receptores com astrócitos. (Figuras 22). 
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Figura 20- Resposta febril induzida por morfina em ratas falso-operadas e 
ovariectomizadas. Os animais receberam morfina (morfina,10 µg, i.c.v.,) ou o mesmo volume 
de salina (Sal) e a resposta febril foi avaliada por 6 h. Os pontos representam a média ± e.p.m. 
da variação da temperatura corporal (°C) dos animais (n=4-7). *p<0.05 quando comparado 







































Figura 21- Receptores µ-opióide são expressos em neurônios hipotalâmicos de ratas tratadas 
com LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados para 
imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são 
representativas da secção de cérebros de animais Sham ou OVX tratadas com LPS (50µg/kg, i.p.) ou 
salina (aumento 100x). Os painéis A, E, I e M mostram imunoreatividade para núcleo (DAPI, azul), B,F,J 
e N para receptores µ (verde), C,G,K e O para neurônio (NEUN,vermelho) e D,H,L e P a sobreposição 
das imagens (merge). As setas indicam áreas de co-localização (amarelo). Os respectivos tratamentos 
encontram-se representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores dos painéis de sobreposição 
mostram a co-localização em detalhe. O gráfico abaixo das imagens mostra a quantificação das 
imunomarcações representadas pela media ± e.p.m. da intensidade de fluorescência em unidades 
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Figura 22- Receptores µ-opióide não são expressos em astrócitos hipotalâmicos de ratas 
tratadas com LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, 
processados para imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As 
imagens representativas da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS 
(50µg/kg) ou salina (aumento 100x).  Os painéis A,D,G e I mostram imunoreatividade para núcleo 
(DAPI, azul), B,E,H e K para receptor µ (vermelho) e astrócitos (GFAP,verde), C,F,I e L a 
sobreposição das imagens (merge), com áreas indicadas pela setas do marcador sem co-
localização. Os respectivos tratamentos encontram-se representados na vertical. As inserções nos 
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4.10 RESPOSTA FEBRIL INDUZIDA PELA SUBSTÂNCIA P E DISTRIBUIÇÃO DE 
RECEPTORES NK1 NO HIPOTÁLAMO EM RATAS FALSO-OPERADAS E 
OVARIECTOMIZADAS 
 
   
A administração i.c.v. de SP em animais falso-operados promoveu um 
aumento da temperatura corporal com inicio em 145 min, atingindo o pico no final do 
experimento (Figura 23). Diferentemente, a administração de SP em animais OVX 
não desencadeou uma alteração na temperatura corporal dos animais. (Figura 23). 
O tratamento com veículo i.c.v. tanto em animais falso-operados quanto em animais 
OVX não modificou a temperatura corporal dos animais (Figura 23). 
No hipotálamo de animais falso-operadas tratadas com LPS foi 
observado um aumento na expressão de receptores NK1 quando comparado com 
animais tratadas com veículo. Animais OVX tratadas com LPS apresentaram um 
aumento na expressão de receptores NK1 em neurônios hipotalâmicos quando 
comparado com cérebro de animais tratados com veículo. Foi verificado que animais 
OVX tratados com LPS apresentaram uma maior expressão de receptores NK1 em 
neurônios quando comparado com animais falso-operados sob o mesmo tratamento, 
além de uma aglomeração (clusterização) do receptor. Em nenhum grupo foi 
verificado co-localização dos receptores com astrócitos. (Figuras 24 e 25). 
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Figura 23- Resposta febril induzida por Substância P em ratas falso-operadas e 
ovariectomizadas. Os animais foram pré-tratados com captopril (5 µg/2µl, i.c.v.) e logo em 
seguida, após 30 minutos, Substância P foi administrada no mesmo sítio (SP, 500 ng, i.c.v.,) 
ou o mesmo volume de salina (Sal) e a resposta febril foi avaliada por 6 h. Os pontos 
representam As barras representam a média ± e.p.m. da variação da temperatura (°C) (n=4-7). 
*p<0.05 quando comparado com o respectivo grupo salina, #p<0.05 quando comparado com o 





































      
 
Figura 24- Receptores NK1 são expressos em neurônios hipotalâmicos de ratas tratadas com 
LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, processados para 
imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As imagens são 
representativas da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS 50µg/kg,i.p. ou 
salina (Aumento 100x) .Os painéis A, E, I e M mostram imunoreatividade para núcleo (DAPI, azul), 
B,F,J e N para receptores NK1 (verde), C,G,K e O para neurônio (NEUN,vermelho) e D,H,L e P para 
sobreposição das imagens (merge), com áreas indicativas pela setas de co-localização (amarelo). Os 
respectivos tratamentos encontram-se representados na vertical. As inserções nos cantos inferiores 
dos painéis de sobreposição mostram a co-localização em detalhe. O gráfico abaixo das imagens 
mostra a quantificação das imunomarcações representadas pela média ± e.p.m. da intensidade de 
fluorescência em unidades arbitrárias (U.A.). *p<0.05 quando comparado com os respectivos grupo 
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Figura 25- Receptores NK1 não são expressos em astrócitos hipotalâmicos de ratas 
tratadas com LPS. Os cérebros de fêmeas falso-operadas (Sham) ou OVX foram removidos, 
processados para imunofluorescência e as imagens visualizadas por microscopia confocal. As 
imagens representativas da secção de cérebros de animais Sham e OVX tratadas com LPS 
(50µg/kg) ou salina (aumento 100x).  Os painéis A,D,G e I mostram imunoreatividade para 
núcleo (DAPI, azul), B,E,H e K para receptor NK1 (vermelho) e astrócitos (GFAP,verde), C,F,I e 
L a sobreposição das imagens (merge), com áreas indicadas pela setas do marcador sem co-
localização. Os respectivos tratamentos encontram-se representados na vertical. As inserções 
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O presente estudo mostra que a resposta febril induzida pelo LPS em ratas 
falso-operadas é reduzida quando comparada àquela induzida em machos e que a 
ovariectomia reverte este fenômeno. O tratamento subcrônico com estradiol, por sua 
vez, reverte os efeitos da ovariectomia sobre a febre em fêmeas. A resposta febril 
em ratas é dependente da síntese de prostaglandinas, sejam elas falso-operadas ou 
OVX. No entanto, a administração de LPS aumentou a expressão de COX-2 e de 
receptores EP3 no hipotálamo e os níveis de PGE2 no fluido cerebroespinhal em 
ratas OVX a níveis significativamente superiores do que aqueles observados em 
ratas falso-operadas. A ovariectomia também aumentou a febre induzida pela PGE2, 
reduziu a febre induzida por TNF-α, CCL3/MIP-1α, CRF, ET-1 e SP, mas não 
modificou a resposta febril induzida por IL-1β e morfina. A administração de LPS em 
animais OVX aumentou a expressão de receptores NK1 e ETB, reduziu a expressão 
de receptores RANK em neurônios hipotalâmicos e não modificou a expressão de 
CRFI/II e µ em relação aos animais falso-operados. 
 
5.1 Influência dos hormônios sexuais na resposta febril induzida pelo 
LPS  
 
Inicialmente, avaliou-se se a ovariectomia poderia alterar o ritmo circadiano 
da temperatura corporal de ratas. Não foram encontradas diferenças significativas 
na temperatura corporal de ratas falso-operadas e OVX. Ambos os grupos tiveram 
temperaturas mais baixas na fase clara e temperaturas mais elevadas na fase 
escura. No entanto, a temperatura basal média dos animais OVX, mesmo estando 
dentro dos níveis considerados normais (entre 37,0 e 37,4°C), foram 
significativamente mais altas do que a temperatura basal de animais falso-operados, 
confirmando observações anteriores (Ashdown et al., 2007).  
A administração de LPS em ratos induziu uma resposta febril semelhante à 
observada em estudos anteriores (Fabrício et al., 1998; Fraga et al., 2008; 
Zampronio et al., 1994) que iniciou entre 1-2 h após a administração e rapidamente 
atingiu a resposta máxima. Contudo, a administração da mesma dose de LPS em 
ratas falso-operadas induziu uma resposta febril significativamente atenuada. Estas 




principalmente no início da resposta e, em uma fase posterior (entre 3,5 e 4,5 h) 
após a administração de LPS. A resposta febril em ratas OVX também começou um 
pouco mais tarde (2,5 h) do que em machos. Na fase tardia da febre (3,5 e 4,5 h), 
diferenças significativas entre fêmeas falso-operadas e OVX foram observadas. 
Estes resultados corroboram estudos anteriores mostrando que a resposta febril em 
fêmeas induzida por LPS é menor que em machos (Ashdown et al, 2007; Murakami 
e Ono, 1987) mesmo desconsiderando-se em que fase do ciclo estral estas ratas se 
encontram. Adicionalmente, ainda sugerem que esta diferença na resposta febril 
está relacionada aos hormônios femininos uma vez que a ovariectomia restaurou a 
resposta febril em ratas para níveis semelhantes aos observados em machos. 
Um estudo recente não observou diferenças na resposta febril induzida pelo 
LPS administrado perifericamente em ratas falso-operadas e OVX (Iwasa et al., 
2014). A ausência de uma diferença neste estudo pode ser decorrente da dose 
elevada de LPS (500 µg/kg) utilizada. No entanto, apontando para a mesma direção 
do presente estudo e dos estudos anteriores, Iwasa et al. observaram que 
administração i.c.v. de LPS induziu uma resposta febril menos intensa em ratas 
falsa-operadas quando comparadas com animais OVX. É possível, portanto, que a 
alta dose de LPS utilizada perifericamente tenha produzido respostas supra-
máximas em ambos os grupos dificultando a observação de diferenças nestas 
respostas.  
Em termos gerais, podemos sugerir que as áreas centrais relacionadas com a 
febre em fêmeas sejam mais responsivas ao LPS após a ovariectomia. Diferenças 
morfológicas no hipotálamo nestas condições já foram relatadas. Sheehan & Kovacs 
(1966) já descreveram diferenças profundas na morfologia neuronal hipotalâmica, 
onde relataram um aumento no tamanho de neurônios na pós-menopausa quando 
comparados com mulheres na pré-menopausa, associando essas mudanças à 
perda da secreção de estrogênio ovariano. 
Para fundamentar ainda mais a influência dos hormônios femininos na 
resposta febril, ratas OVX foram tratadas subcronicamente com estradiol, um 
esquema de tratamento utilizado nos estudos de menopausa em animais de 
experimentação. Este tratamento reduziu a resposta febril induzida por LPS em ratas 
OVX sugerindo que este hormônio pode ser, pelo menos em parte, responsável pela 
resposta febril reduzida observada em fêmeas falso-operadas. Vegeto et al. (2008) 




promovendo a localização persistente da subunidade p65 no citoplasma das células 
gliais e, por conseguinte, reduzindo a disponibilidade nuclear de NF-κB (Vegeto et 
al., 2008).  
Mouihate e Pittman (2003) observaram que o tratamento agudo de ratas OVX 
com estrogênio e progesterona, mas não só com estrogênio, também reduziu a 
resposta febril induzida por LPS. Além disso, Iwasa et al. (2014) mostraram que o 
tratamento agudo com estrogênio e progesterona não alterou a expressão de IL-1β, 
TNF-α e IL-6 no hipotálamo. Em conjunto , esses resultados sugerem que o 
tratamento subcrônico, mas não a administração aguda, de estrogênio pode reverter 
as alterações da resposta febril observadas após a ovariectomia. De fato, em um 
estudo clínico realizado, onde foram administradas baixas doses de LPS (2-3 ng/kg) 
por via intravenosa em mulheres na pós-menopausa com ou sem a reposição 
hormonal com estrogênio, foi verificado que o estrogênio reduziu a liberação de 
citocinas inflamatórias (IL-6, IL-1β e TNF-α) e de respostas de ativação ao eixo HPA, 
como o aumento de ACTH e o cortisol (Puder et al., 2001).   
No que diz repeito à progesterona, suas ações antiinflamatórias ocorreriam 
não somente via receptores de progesterona, mas também, como agonista de 
receptores de glucocorticóides. A ligação da progesterona a esses receptores, 
reduziria a expressão de receptores TLR-3 e TLR-4, diminuindo a produção de IL-6. 
Já a redução de IL-12, ocorreria via ligação da progesterona com ambos os 
receptores, para glicocorticóides e para progesterona (Jones et al., 2010; Jones et 
al., 2008). 
Como esperado, a ovariectomia reduziu significativamente os níveis 
plasmáticos de estradiol quando comparados aos animais com ovários preservados. 
Embora, tenha-se evidenciado que a resposta febril não influencia os níveis 
hormonais de estradiol em nenhum dos grupos, diversos estudos sugerem um 
cross-talk entre receptores TLR-4 e receptores para estrogênio. Calippe et al. (2010) 
verificaram, utilizando a estratégia genética de CreLoxP no qual deletaram o 
receptor ER2α da membrana de macrófagos peritoneais, uma ausência de 
mediadores inflamatórios quando os animais eram estimulados com tioglicolato. 
Experimentos in vitro sugerem que o estradiol exerce suas ações anti-inflamatórias, 
via TLR4, em linhagens de monócitos e macrófagos, uma vez estimuladas por LPS 




Por outro lado, os níveis de testosterona não foram afetados pela 
ovariectomia, mas a administração de LPS aumentou significativamente os níveis 
desses hormônios em ambos os animais falso-operados e OVX. Alguns estudos têm 
demonstrado o efeito da testosterona em mediar respostas nociceptivas, uma vez 
que dores crônicas apresentam maior prevalência em mulheres que em homens 
(Greenspan et al., 2007). Sorge et al. (2011) verificaram que em modelos de dor 
inflamatória e neuropática o comportamento nociceptivo em machos é dependente 
da ativação de receptores do tipo TLR4 enquanto que em fêmeas isso não ocorre. E 
essa diferença é atribuída à testosterona, como foi verificado através de 
gonadectomia e reposição hormonal.  
Em machos, a resposta febril pode ser bifásica com uma fase de indução 
(primeira hora) e uma resposta sustentada mais tardia (Romanovsky et al., 1997). As 
citocinas parecem exercer um papel importante nesta fase mais tardia (Roth e de 
Souza, 2001). A IL-1β e o TNF-α estão entre as citocinas pirogênicas mais 
estudadas (Dinarello, 1984; Kluger, 1991; Roth e de Souza, 2001). Mouihate et al. 
(1998) mostraram diferenças na resposta febril induzida por IL-1β administrada por 
via intraperitoneal entre ratos machos e fêmeas. No presente estudo, a injeção i.c.v. 
de IL-1β induziu uma resposta febril semelhante em ratas falso-operadas e OVX.  
Estes dados sugerem que a resposta febril induzida por IL-1β não é modulada por 
hormônios gonadais. No entanto, foram relatados níveis hipotalâmicos elevados 
desta citocina após à injeção de LPS, i.c.v. ou i.p., em animais OVX e animais falso-
operados (Iwasa et al., 2014).  
Em contraste, a ovariectomia aboliu a resposta febril induzida pelo TNF-α 
sugerindo que a resposta ao TNF-α é afetada pelos hormônios sexuais femininos. A 
contribuição exata de cada receptor de TNF-α para a resposta febril induzida por 
LPS é ainda pouco clara. Nadeau & Rivest mostrou a presença de ambos os 
receptores no cérebro de ratos e que a expressão destes receptores, especialmente 
TNFRI, é aumentada após o desafio com LPS (Nadeau e Rivest, 1999). Os níveis de 
RNAm para receptores TNFRII em neurónios hipotalâmicos após o tratamento com 
LPS e IFN-γ se mostraram elevados (Caruso et al., 2010). No entanto, os animais 
nocaute para TNFRI desenvolveram uma resposta febril semelhante a animais de 
tipo selvagem após septicemia, sugerindo que este receptor não é importante para a 
resposta febril nesta condição (Leon et al., 1998). Deve notar-se que, 




vários mediadores (Figueiredo et al., 2012) que podem compensar a falta de 
sinalização de TNF-α. Alternativamente, Roby et al. mostraram que a ovariectomia 
reduziu o RNAm para TNF-RI em células epiteliais e do miométrio (Roby et ai., 
1996). Embora não tenhamos avaliado, é possível, portanto, que a ovariectomia 
tenha afetado também os níveis deste receptor no sistema nervoso central e 
particularmente no hipotálamo. No entanto, mesmo que os níveis de receptores para 
TNF-α não tenham modificado, esta citocina não induz diretamente a resposta, mas 
atua através da liberação de mediadores centrais, os quais poderiam estar alterados 
após a ovariectomia como discutiremos mais adiante. 
Citocinas como a IL-1β e o TNF-α induzem uma resposta febril dependente da 
síntese e liberação de prostaglandinas (Dinarello et al, 1988; Morimoto et al, 1988), 
enquanto que a CCL3 induz febre independente da síntese destes prostanóides 
(Miñano et al., 1996; Soares et al, 2008). No presente estudo mostramos que a 
ovariectomia também suprime a febre induzida por esta quimiocina de forma 
semelhante ao observado para o TNF-α. Foi verificado um aumento dos níveis de 
citocinas e de quimiocinas durante modelos de neuroinflamação em animais OVX e 
que o tratamento com estradiol reduz esses níveis (Mouihate e Pittman, 2003; 
Yrmiya et al, 1998; Matejuk et al, 2001). Também tem sido relatado que o estradiol 
reduz a liberação de CXCL8 e TNF-α produzidos a partir de monócitos estimulados 
por LPS (Pioli et al., 2007). De maneira similar ao TNF-α, a CCL3 induz febre, 
embora independente da síntese de prostaglandinas, dependente de outros 
mediadores centrais que discutiremos mais adiante. 
O hipotálamo possui uma função central na resposta febril, assim como no 
sistema reprodutor, através do eixo hipotálamo-pituitária-gônadas (HPG) atuando 
através da regulação de diversos hormônios como o estradiol, progesterona e 
testosterona. Diversos estudos demonstram que injeções de LPS, IL-1 e TNF-α tanto 
i.v. quanto i.c.v suprimem a secreção pulsátil de LH (Yoo, Nishihara & Takahashi, 
1997). Tomados em conjunto, estes dados sugerem que a febre reduzida do TNF-α 
e MIP-1α em animais OVX pode estar relacionada com uma redução da expressão 
de receptores no cérebro que pode estar sofrendo influência de diversos hormônios 







5.2 Efeito do tratamento com OPG na resposta febril induzida pelo LPS  
 
Um estudo conduzido por Hanada et al. (2009) demonstrou que o RANKL 
participa da resposta febril induzida pelo LPS em ratos machos bem como do 
controle da fisiológico da temperatura em camundongos fêmeas. Hanada et al. 
(2009) demonstraram que a administração i.c.v., mas não a administração 
intraperitoneal, de RANKL resulta em um aumento de temperatura dos animais. 
Esses experimentos foram todos conduzidos com camundongos machos gerados 
com deleção especifica para RANK no sistema nervoso central. Verificaram também 
que RANKL é um mediador importante para febre induzida pelo LPS, IL-1β e TNF-α 
e que recruta prostaglandinas para exercer seu efeito pirogênico. Em fêmeas, não 
foi realizado nenhum tratamento farmacológico, somente verificaram que as 
temperaturas basais eram altas e que ao realizar a OVX, esse aumento era revertido 
sugerindo que os hormônios sexuais femininos afetam esta resposta.  
No entanto estes autores não avaliaram a participação do sistema 
RANKL/RANK na resposta febril induzida por LPS em ratas. Observamos no 
presente estudo que o aumento da temperatura corporal induzido pelo LPS não foi 
abolido pelo tratamento i.c.v. com antagonista para RANK (OPG) em ratas falso-
operadas. Porém, o tratamento de animais OVX com OPG reverteu a febre induzida 
por LPS. É importante enfatizar que embora tenhamos utilizado somente uma dose 
de OPG, esta foi capaz de reverter a febre nos animais OVX que foi muito mais 
intensa do que em ratas falso-operadas. No entanto, embora a expressão de 
receptores RANK no cérebro de animais falso-operados e OVX tratados com LPS 
tenha sido mais alta quando comparada aos animais tratados com salina, esta 
expressão no hipotálamo de animais OVX mostrou-se menor do que a observada 
em animais falso-operado tratados com LPS. Assim, é possível que a maior 
disponibilidade de receptores em ratas falso-operadas tenha impedido a visualização 
do efeito do antagonista OPG, o que não ocorreria em animais OVX. Deste modo, 
em ratas falso-operadas, uma dose maior de antagonista seria necessária para 
bloquear significativamente um número maior de receptores. 
 Embora estudos mais aprofundados sejam necessários para compreender em 
detalhes a participação deste sistema em fêmeas, os dados apresentados em 




hormônios femininos passando a ocupar uma posição importante na indução da 
febre somente quando estes hormônios são reduzidos como na menopausa.  
 
5.3 Envolvimento das prostaglandinas na resposta febril induzida pelo 
LPS 
 
A redução da resposta febril em animais falso-operados e OVX por 
indometacina sugere que prostaglandinas estão envolvidas nesta resposta em 
fêmeas sejam elas ovariectomizadas ou não. Neste estudo também observamos um 
aumento na expressão hipotalâmica de COX-2 bem como uma maior quantidade de 
prostaglandinas no fluido cerebroespinhal de ratas OVX quando comparadas à ratas 
falso-operadas. Assim, a produção central de prostaglandinas durante a resposta 
febril é importantemente influenciada pelos hormônios ovarianos e esta produção 
aumentada de prostaglandinas é, pelo menos em parte, responsável pela resposta 
febril mais intensa ao LPS observada após a ovariectomia.  
 O aumento da produção de prostaglandinas era esperado, uma vez que 
Ashdown et al. demostraram que a expressão de COX-2 é aumentada em machos e 
fêmeas, após a injecção de LPS (Ashdown et al., 2007), dado confirmado em nosso 
estudo. Ainda, foi demonstrado que no hipotálamo níveis de RNAm de IL-1β, TNF-α 
e IL-6 em ratas OVX foram mais elevados do que em animais falso-operados após a 
administração de LPS (Iwasa et al., 2014). É amplamente conhecido que estas 
citocinas podem aumentar os níveis de COX-2 no hipotálamo e que este aumento 
está relacionado com a febre (Cao et al., 1996, Cao et al, 1998; Cao et al., 2001). 
Além disso, os níveis de COX-2 no hipotálamo podem mudar de acordo com as 
fases de gestação (Mouihate et al., 2002).  
Sabe-se que as prostaglandinas são os mediadores que exercem função 
central na resposta febril e são a base da terapia antipirética. Animais com ausência 
para o receptor EP3 de PGE2 não desenvolveram uma resposta febril após a 
administração de LPS, PGE2 ou IL-1β (Ushikubi et al., 1998; Oka et al.,2003). Em 
fêmeas, ainda há uma escassez de estudos, até mesmo sobre a distribuição desses 
e de outros receptores investigados no presente estudo. Rage et al. (1997) 
observaram que linhagens de astrócitos tratados com estradiol produzem 
substâncias que aumentam a expressão do RNAm de receptores EP1 e EP3. Já 




receptores EP3 na substância cinzenta periaquedutal de animais OVX. Esses 
receptores também podem ser encontrados no útero de ratas OVX e o aumento da 
sua expressão pode ser regulado pelo estradiol e progesterona (Blesson et al., 
2012).  
Pittman et al. (1998) administraram PGE2 i.c.v. no cérebro de ratos fêmeas e 
machos e observaram que a febre das fêmeas foi maior que em machos. No 
entanto, estes autores não descrevem em que fase do ciclo estral estas fêmeas se 
encontraram quando da injeção de PGE2. No presente estudo, quando foi injetada 
PGE2 em ratas OVX, a resposta febril foi significativamente maior quando 
comparada a animais falso-operados. Como mencionado anteriormente, a PGE2 
atua em receptores EP3 para induzir febre (Matsumura et al., 1998; Ushikubi et al., 
1998; Engblom et al., 2001). Assim é possível que a expressão de receptores EP3 no 
hipotálamo varie de acordo com as variações hormonais em fêmeas, mas a maior 
resposta em animais OVX sugere que este número seja maior neste grupo.  De fato, 
a expressão destes receptores em fêmeas falso-operadas e OVX mostrou-se 
aumentada em ambos os grupos tratados com LPS, mas a expressão de receptores 
EP3 no grupo OVX foi significativamente maior do que aquela observada em animais 
falso-operados. 
Estes dados em conjunto sugerem que os hormônios femininos modulam 
negativamente a expressão de COX-2 e de receptores EP3 e que a ovariectomia 
aumenta a expressão de ambos, o que pode contribuir, pelo menos em parte, para a 
resposta febril aumentada neste grupo após a administração de LPS. Mais estudos 
são necessários para saber se estes parâmetros também variam durante cada fase 
do ciclo estral das ratas. 
Deste modo, os hormônios podem controlar a produção e a capacidade de 
resposta à citocinas e à via COX-2/PGE2/EP3 no cérebro. A capacidade de resposta 
reduzida à algumas citocinas pode ser compensada pela produção aumentada de 
prostaglandinas no cérebro, que pode por sua vez pode ser, pelo menos em parte, 








5.4 Resposta febril induzida por CRF, ET-1, morfina e Substância P e 
expressão de receptores CRFI/II, ETB, µ-opióide E NK1 no hipotálamo de ratas 
induzida pelo LPS  
 
Dentre os mediadores envolvidos nas vias centrais de regulação da resposta 
febril em machos, além das prostaglandinas discutidas anteriormente, estão CRF, 
ET-1, opióides endógenos e substância P (para revisão ver Zampronio et al., 2015). 
Nosso próximo passo foi analisar se, além do sistema COX-2/PGE2/EP3, outros 
mediadores induzem febre em fêmeas e se esta resposta seria também afetada 
pelos hormônios sexuais. 
Iniciamos com o CRF e verificamos que este induziu uma resposta febril 
similar em fêmeas ao observado em machos concomitantantemente com um 
aumento na expressão de receptores CRFI/II. A ovariectomia aboliu a resposta febril 
sem alterar aumento na expressão dos receptores. Estes dados sugerem que o 
CRF, assim como em machos, pode ser um importante mediador central da febre 
em fêmeas. A resposta febril induzida pelo CRF em machos ocorre via receptores 
CRF I, pois o uso do antagonista seletivo para este receptor, antalarmina, reduziu a 
febre induzida por esse mediador (Figueiredo et al., 2010). Ainda, o CRF parece 
participar da resposta febril induzida por IL-1β, mas após a sua liberação não ocorre 
a síntese de prostaglandinas (Nakamori et al., 1993; Figueiredo et al., 2010). Em 
fêmeas, observamos que a ausência dos hormônios sexuais reduz a responsividade 
ao CRF. Considerando que a resposta febril à IL-1β depende de ambos 
prostaglandinas e CRF, mas não foi modificada após a ovariectomia e que, 
enquanto a produção e ação de prostaglandinas é aumentada neste estado a 
responsividade ao CRF é diminuída, podemos sugerir que a resposta febril induzida 
por IL-1β em ratas OVX possivelmente é mais dependente de prostaglandinas do 
que em machos ou em fêmeas com ciclo hormonal normal.  
Os anticorpos utilizados no presente estudo reconhecem ambos os 
receptores, CRFI e CRFII. Portanto, não sabemos se há alguma diferença de 
expressão entre eles. Em machos, o CRF se liga com maior afinidade à receptores 
CRFI que se encontram distribuídos no cérebro como um todo, mas também possui 
uma afinidade relativa para receptores CRF II encontrados mais especificamente, no 
núcleo dorsal da rafe, septo lateral e hipotalámo (Bale et al., 2004; Van Pett et al., 




investigaram os receptores para CRF no cérebro de ratos induzindo uma resposta 
febril com LPS em doses baixas, moderadas e altas. Estes autores verificaram que o 
RNAm dos receptores CRFI mas não o do CRFII, é mais especificamente regulado 
no hipótalamo pois a expressão do mesmo aumentou após a administração de LPS 
nas doses moderadas e altas. Entretanto, parece que a influência das 
prostaglandinas no aumento da expressão de CRFI depende da intensidade do 
estímulo, não sendo um mecanismo essencial para este aumento, o que está de 
acordo com os dados da literatura de febre (Figueiredo et al., 2010). 
Estudos anteriores relatam a participação da ET-1 em processos febris, como 
febre induzida por bactérias gram-negativas e sepse atuando em receptores ETB 
(Fabricio et al., 2005; Wanecek et al., 2000). Em machos, este peptídeo possui um 
papel central na resposta febril induzida pelo LPS e embora o uso de inibidores da 
COX não reduza a febre induzida por ET-1, os níveis de prostaglandinas se 
apresentam elevados (Fabricio et al., 1998; Malvar et al., 2011) sugerindo que as 
prostaglandinas não participam da febre induzida por ET-1. Outro aspecto que 
também vale a pena mencionar é a quantidade de ET-1 liberada durante a resposta 
febril em machos. Fabricio et al. (2005) verificaram uma quantidade muito reduzida 
desse peptídeo tanto plasmático quanto no fluido cerebroespinhal no pico da 
resposta febril induzida por LPS. Esse efeito aparentemente é dependente da dose 
pois doses maiores de LPS para indução de endotoxemia induziram grandes 
quantidades deste desse peptídeo no sistema nervoso central (Filep, 2000).  
Em machos, o RNAm para receptores ETB é encontrado na área POA do 
hipotálamo (Sokolovsky et al., 1992; Yamamoto et al., 1997). Já em fêmeas, 
diferenças sexuais no sistema de sinalização das endotelinas tem sido descrito em 
diversos órgãos como rim, vaso, pulmão e fígado (Gabler et al., 2012; Ho et al., 
2015; Jin et al., 2013; Stauffer et al., 2010). Gohar et al. (2016) avaliaram a 
modulação dos hormônios ovarianos na expressão de receptores ETB em diversos 
órgãos e verificaram uma variação bastante grande de resultados. No fígado, os 
animais OVX tratados com estradiol e progesterona tiveram um aumento no RNAm 
desses receptores. Na medula renal foi observado um aumento de sua expressão 
em animais OVX, aumento este que foi revertido pelo tratamento com estrogênio e 
progesterona. Por outro lado, no cortex renal a expressão foi reduzida nos animais 
OVX e aumentou quando se administrou estrogênio e progesterona. No cérebro, 




imunoreativos nos órgãos subfornical e no OVLT e estão associados com fibras 
imunoreativas à hormônio luteinizante, em fêmeas (Yamamoto et al., 1997). 
Com relação à ET-1 verificamos que a injeção deste mediador em animais 
falso-operados promoveu um aumento de temperatura corporal de maneira 
controlada que foi abolido pela ovariectomia. Nossos resultados de 
imunofluorescência focaram somente em receptores ETB pois foi verificado em 
estudos prévios, como comentado anteriormente, que a resposta febril induzida pelo 
LPS e pelo CRF pode ser revertida com o uso de antagonistas ETB (Fabricio et al., 
2006; Fabricio et al., 2005.) Observamos um aumento na expressão de ETB em 
animais OVX tratados com LPS quando comparado com todos os demais grupos. 
Embora tenha sido verificado um discreto aumento da expressão destes receptores 
em animais falso-operados estimulados com LPS, não houve diferença estatistica 
em relação ao seu respectivo grupo salina. Devido à essa falta de co-localização 
com astrócitos, a quantificação de receptores pode sido prejudicada devido a um 
comprometimento na visualização da marcação. A co-localização permitiria uma 
melhora na detecção da intensidade da fluorescência. 
Portanto, de maneira similar ao CRF, estes dados sugerem que a ET-1 pode 
ser um mediador envolvido na resposta febril em fêmeas intactas, mas não em 
fêmeas OVX e que esta ausência de efeito não está relacionada à uma redução na 
expressão de receptores ETB. É interessante observar que a resposta febril induzida 
pelo CRF pode ser mediada por ET-1 (Fabrício et al., 2006). Portanto, embora a 
ovariectomia não afete a expressão dos receptores destes mediadores, CRFI/II e 
ETB, esta via parece ser altamente sensível aos hormônios ovarianos e, portanto, 
está ausente em animais OVX. No presente estudo não foi investigado a presença 
de receptores ETB em neurônios. Isso ocorre devido às características do anticorpo 
para o receptor ETB, pois estudos anteriores descrevem em seu protocolo que não 
utilizam o fixador paraformaldeído utilizado em todas as reações de dupla marcação 
para neurônios. Isso acontece devido à capacidade do paraformaldeído de alterar a 
conformação de diversos grupamentos de reconhecimento do anticorpo, e como 
consequência, a imunomarcação fica impossibilitada de ser visualizada.  
Em machos, a relação entre opióides endógenos, receptores µ e resposta 
febril tem sido bastante estudada. Nosso grupo de pesquisa, verificou que a 
administração de morfina intra-hipotalâmica aumentou a temperatura corporal 




de mecanismos de conservação de calor (Fraga et al., 2008). Os opióides participam 
das respostas febris induzidas não só pelo LPS, mas por diversos mediadores como 
TNF-α, IL-6, CCL3, PGF2α, CRF e ET-1 (Handler et al., 1998; Blatteis et al., 1991; 
Benamar et al.,2000; Fraga et al., 2008). Entretanto, os opióides endógenos não 
participam da resposta febril induzida por IL-1β e PGE2 e as prostaglandinas não 
fazem parte dessa resposta pois o uso de inibidor da COX não altera a febre 
induzida por morfina (Fraga et al., 2008). 
Ao contrário do que foi verificado com o CRF e a ET-1, a administração de 
morfina em animais falso-operados e OVX promoveu uma resposta febril 
semelhante. Corroborando esses achados, a expressão de receptores µ-
opióidergicos no hipotálamo, embora tenha aumentado em animais tratados com 
LPS, não foi diferente em ratas falso-operadas e OVX. Deste modo, opióides 
endógenos podem estar envolvidos na indução de febre em fêmeas mas 
contratastando com prostaglandinas, CRF e ET-1, os hormônios sexuais não 
exercem nenhuma modulação nos receptores μ-opioidérgicos ou na resposta febril 
induzida por morfina. 
 Alguns estudos sugerem que a expressão de receptores µ-opióide possa ser 
influenciada pelos hormônios. Eckersell et al. (1998) verificaram que o tratamento 
com estradiol pode liberar opióides endógenos que ativam esses receptores no 
hipotálamo promovendo sua internalização. Nossos dados não nos permitem 
diferenciar se, após a ovariectomia estes receptores apresentam-se ou não 
internalizados. Já o estradiol e a progesterona podem modular a liberação de 
hormônio luteinizante através de opióides endógenos em neurônios do núcleo 
arqueado e na área POA hipotálamo (Pertesen & LaFlamme, 1997).  Casulari et al., 
(1987) demonstraram que a expressão de receptores µ-opióide no cérebro também 
varia de acordo com a fase do ciclo estral em que a rata se encontra. Houve um 
aumento na expressão destes receptores espeficamente nas fases de proestro e de 
estro, onde concomitantemente, os níveis de todos os hormônios dosados estavam 
baixos (hormônio luteinizante, hormônio folículo-estimulante e prolactina) e hormônio 
folículo-estimulante se encontrou levemente aumentado, respectivamente (Casulari 
et al., 1987). Porém, há carência em estudos que determinem a expressão desses 
receptores durante a resposta febril. 
 Assim, a ausência de efeitos observáveis na resposta febril induzida por 




ratas intactas e OVX sugerem que a modulação dos hormônios sexuais ocorre 
acima deste nível. Como tanto a febre induzida por CCL3 como àquela induzida por 
CRF e ET-1 dependem de opióides endógenos (Fraga et al, 1998) é possível que a 
ausência dos hormônios gonadais esteja afetando particularmente estas vias 
anteriormente a liberação dos opióides. A via de indução de febre por IL-1β é 
dependende de prostaglandinas e CRF e seria menos afetada devido a alta 
produção de PGE2 após a ovariectomia. Estes dados, no entanto, não nos permitem 
explicar a ausência de febre após a administração de TNF-α uma vez que a febre 
induzida por esta citocina envolve a liberação de opióides endógenos e 
prostaglandinas, vias que não são alteradas ou são moduladas positivamente, 
respectivamente, após a ovariectomia. Mais estudos serão necessários para 
esclarecer este ponto. 
 Embora a substância P ainda não esteja incluída coerentemente nas vias de 
regulação da resposta febril em machos pois alguns mediadores não foram 
avaliados, a sua participação na resposta febril é crucial e central (Szelenyi et al., 
1997, Brito et al., 2016). Nosso grupo verificou em estudos anteriores realizados em 
ratos, que somente a substância P liberada no sistema nervoso central está 
envolvida na resposta febril induzida pelo LPS via receptores NK1. Ainda, 
verificamos que esta taquicinina estaria envolvida na resposta febril induzida pelo 
TNF-α e IL-6, mas não daquela induzida por IL-1β e MIP-1α (Reis et al., 2011; Brito 
et al., 2016). Diferenças de gênero na distribuição, localização e regulação da 
substância P nos tecidos (mama, útero e cérebro) tem sido reportada em diversos 
estudos (Brown et al., 1990; Rance et al., 1992). O receptor NK1 é encontrado em 
em diversas regiões do cérebro como núcleo caudado putamen, hipocampo, 
hipotálamo e cortex cerebral (para revisão ver Harrison & Geppetti, 2001) e também 
em células do sistema immune como macrófagos, linfócitos, neutrófilos e mastócitos 
(Ho et al., 1997; Lai et al., 1998). 
 Verificamos que a administração i.c.v. de substância P em animais falso-
operados aumentou a temperatura corporal, febre esta que foi revertida após a 
ovariectomia. A expressão de receptores NK1 em animais tratados com LPS 
aumentou tanto em animais falso-operados quanto em animais OVX, porém, nesse 
último grupo, a expressão foi bem maior. Corroborando nossos dados em fêmeas 
estimuladas com LPS, verificamos em estudo anterior realizado em machos que 




forma aglomerados (clusters) quando comparado ao grupo salina (Brito et al., 2016). 
Neste estudo, propusemos um circuito autócrino entre a produção de substância P e 
as prostaglandinas (Brito et al., 2016). Assim, a resposta febril induzida por PGE2 
depende da liberação de substância P e estes eicosanóides promovem a 
aglomeração dos receptores ao redor do núcleo da célular. Por outro lado, a 
resposta febril induzida por substância P é revertida por inibidores da COX. Este 
circuito autócrino já havia sido evidenciado em culturas de células endoteliais do 
cérebro de ratos por Annunziata et al. (2002) e Cioni et al., (1998) após a 
estimulação com citocinas como o TNF-α. Assim, é possível que ratas OVX não 
apresentem febre em resposta ao TNF-α porque a resposta desta citocina, embora 
dependa da produção de prostaglandinas, depende também da produção de 
substância P de da ativação de receptores NK1. No caso do TNF-α, a produção de 
prostaglandinas estaria intimamente relacionada a um circuito autócrino que 
envolveria a substância P, o que não ocorre com a IL-1β. Por outro lado, 
considerando os mediadores que ativam as vias dependentes de prostaglandinas, 
estes animais apresentam febre em resposta à IL-1β pois, diferentemente do TNF-α, 
a resposta febril induzida por esta citocina depende da síntese de prostaglandinas 
mas não de substância P e de receptores NK1. 
  
5.5 Co-localização de receptores em neurônios, mas não em astrócitos 
hipotalâmicos, durante a resposta febril induzida pelo LPS 
 
Ao longo desse estudo, podemos verificar em nossos resultados que nenhum 
dos receptores (EP3, CRFI/II, ETB, µ, NK1 e RANK) investigados co-localizou com a 
marcação de astrócitos e sim com o corpo celular de neurônios hipotalâmicos, 
independente do tratamento. Receptores EP3 podem ser encontrados na área pré-
óptica do hipotálamo anterior em diversos corpos celulares e dendritos de neurônios. 
De fato, animais com deleção de receptores EP3 em neurônios dessa região 
possuem uma redução na resposta febril induzida pelo LPS e PGE2 (Oka et al., 
2000; Lazarus et al., 2007). No que diz respeito aos receptores CRF I/II, NK1 e ETB , 
todos já foram encontrados tanto em neurônios quanto em astrócitos (Too et al., 
1994; Behan et al., 1995; Koyama et al., 2013; Filipovich-Rimon & Fleisher-
Berkovich, 2010). Há uma vasta literatura sobre a localização de receptores µ 




endoteliais (Rusicka & Azkil, 1997; Hansson et al., 2008). Estudos in vitro sugerem 
que a morfina pode alterar a função de microglia e astrócitos (Narita et al., 2006). 
Com relação ao RANK, os estudos ainda são escassos e somente um estudo 
demonstra a expressão de RANK em astrócitos (Hanada et al., 2009).  
É de fundamental importância explicar o termo “co-localização” entre tipos 
celulares e receptores. O núcleo celular, os astrócitos e os receptores estão em 
planos focais totalmente diferentes, e por isso, ao soprepor as imagens não é 
visualizada nenhuma mudança de cor entre os três marcadores. Portanto, no caso 
das reações com astrócitos, padronizamos as fotos, focando na visualização dos 
astrócitos em detrimento da visualização do núcleo e do marcador. Isso não foi 
necessário para a dupla marcação com neurônios pois como foi verificado a co-
localização, os três: núcleo, neurônios e marcadores estavam nos mesmos planos 
focais, podendo ser visualizado todos simultaneamente, sem haver prejuízo de 
visualização de nenhum dos três. Consequentemente, optamos por realizar a 
quantificação dos receptores por essa marcação e não pela de astrócitos. 
Porém, isso não exclui o envolvimento de astrócitos com os outros 
receptores. Sabe-se que os astrócitos possuem diversas funções no sistema 
nervoso central, como regulação extracelular de íons e neurotransmissores, 
sinalização de cálcio e pH, e dessa maneira podem interagir de maneira indireta. 
Outra maneira seria se comunicando com os neurônios, através de comunicação 
glia-para-neurônio (Watkins & Maier, 2003).  
Já a confirmação de co-localização dos receptores com os neurônios nesse 
modelo de febre, abrem portas para que estudos adicionais de mecanismos sejam 
aprofundados como eletrofisiologia, principalmente no grupo especial de neurônios 
presentes no hipotálamo que podem ser sensíveis à calo, frio e insensíveis à 
temperatura e de que maneira os hormônios sexuais poderiam alterar características 
como amplitude e frequência de disparos desses neurônios durante algumas 
disfunções termoregulatórias, como febre e fogachos.  
A continuação desse estudo também é necessária a fim de verificar a 
participação ou não de outros tipos celulares como por exemplo, células endoteliais 
e micróglia. As células endoteliais tem sido alvo de diversas pesquisas 
principalmente por terem sido observadas que animais com deleção da expressão 
de COX-2 e MPGES-1 nessas células não desenvolvem febre induzida pelo LPS. 




tratamento hormonal que recebem. Uma única injeção de estrogênio em animais 
OVX não afeta a ativação microglial induzida pelo LPS, mas o tratamento em 
conjunto com progesterona apresenta processos de prolongamentos. Sorge et al. 
(2015) sugere que em modelos de dor neuropática e dor inflamatória, a percepção 
do estímulo doloroso ocorre via linfócitos T (Sistema imune) e machos recrutam mais 
micróglia, demonstrando uma possível preferência de vias para o processamento da 
dor regida pelos hormônios sexuais. Não sabemos se esse efeito também poderia 
ser verificado na febre. Além disso, sua relevância está em investigarmos as 
diferenças fisiopatológicas entre homens e mulheres, principalmente, entre as fases 
da vida da mulher :infância, adulta e menopausa para que possamos compreender 
melhor essas diferenças e desenvolver fármacos específicos para as mais diversas 





























6.1 CONCLUSÕES PARCIAIS 
 
 
Nossos resultados mostram que: 
 
 
► Fêmeas OVX apresentaram uma temperatura corporal basal maior que ratas 
falso-operadas; 
 
► A resposta febril induzida por LPS em fêmeas é menor do que em machos e a 
retirada dos ovários elimina esta diferença.  
 
► A reposição subcrônica de estrogênio em fêmeas OVX reduz a resposta febril a 
níveis similares àqueles encontrados em fêmeas falso-operadas.  
 
► A resposta febril tanto em fêmeas intactas como OVX é dependente da síntese de 
prostaglandinas.  
 
► A falta dos hormônios sexuais aumenta a expressão de COX-2, os níveis centrais 
de PGE2 e a expressão de receptores EP3 em neurônios hipotalâmicos. Deste modo, 
a resposta febril induzida por PGE2 é aumentada em animais OVX. Esta produção e 
ação aumentada das prostaglandinas contribui, pelo menos em parte, para a 
resposta febril aumentada em fêmeas OVX em relação às fêmeas intactas em 
resposta ao LPS.  
 
► IL-1β, TNF-α, CCL3, CRF, ET-1, morfina e SP induzem febre em fêmeas falso-
operadas. No entanto, enquanto que a resposta febril induzida por IL-1β e por 
opióides não é modifica pela retirada dos hormônios gonadais, a febre induzida por 
TNF-α, CCL3, CRF, ET-1 e SP é reduzida pela retirada destes hormônios. 
 






► A expressão dos receptores RANK, CRFI/II, ETB, µ e NK1 no hipotálamo de ratas 
intactas aumenta após a administração de LPS. A administração de LPS em animais 
OVX não modifica a expressão de receptores CRF e μ-opioidérgicos, mas há um 
aumento significativo na expressão de receptores ETB e NK1 e uma redução 
significativa de receptore RANK em animais OVX quando comparados às ratas 
falso-operadas.  
 
► A expressão dos receptores CRFI/II, ETB, µ-opióide, NK1 e RANK co-localizaram 
com a marcação para neurônios, mas não com a marcação para astrócitos. 
 
6.2 CONCLUSÃO GERAL 
 
 
Os resultados obtidos neste estudo confirmam que a resposta febril em ratas 
é menor do que a observada em machos. Esta diferença está relacionada aos 
hormônios sexuais uma vez que a ovariectomia a elimina enquanto que a reposição 
subcrônica de extrogeno em ratas OVX a restaura. Ainda, a resposta febril em 
fêmeas, assim como em machos é dependente de prostaglandinas. Os hormônios 
sexuais em fêmeas reduzem a atividade do sistema COX-2/PGE2/ EP3 e portanto, 
após a ovariectomia (e possivelmente na menopausa) este sistema está mais ativo e 
contribui para o aumento da resposta febril em fêmeas. Todos os mediadores 
avaliados que reconhecidamente induzem febre em machos também induziram 
febre em fêmeas. Os resultados obtidos com os diferentes PE e mediadores centrais 
sugerem que dentre as vias independentes de prostaglandinas aquelas induzidas 
por CCL3, CRF e ET-1 não ocorrem quando os hormônios ovarianos são retirados. 
Ainda, a via dependente de prostaglandinas e de substância P e ativação de 
receptores NK1, ou seja, o circuito autócrino entre prostaglandinas e susbtância 
P,também não ocorre após a retirada dos hormônios sexuais. Em conclusão, a 
resposta febril em fêmeas, embora menor do que em machos, parece envolver os 
mesmos mediadores. No entanto, esta resposta apresenta-se modificada na 
ausência dos hormônios gonadais (como na menopausa) apresentando-se mais 








































Os materiais utilizados nos experimentos foram adquiridos estéreis ou 
autoclavados a 127°C por 30 minutos ou esterilizados por calor seco a 180º C por 





▪ Solução de Azul de pontamida 
- azul de pontamida .................................................. 1 g 
- salina estéril -...............................................................q.s.p. 100 mL 
 
▪ Solução Tampão Tris – HCl 0,2 N (dissolução da indometacina) 
 
- Tris (hidroximetil)-aminometano ....................................1 g 
- Água deionizada ................................................................q.s.p. 1 L 
 
   O pH foi acertado para 8,2 com HCl 1N, a solução foi autoclavada e depois 
armazenada a 4º C. 
 
▪ Solução salina tamponada (PBS 
- Cloreto de sódio .........................................................................80 g 
- Cloreto de Potássio......................................................................2 g 
- Fosfato dibásico de sódio dihidratado .........................................14,4 g 
- Fosfato de Potássio  ...................................................................2 g 
 
O pH foi acertado para 7,4 e a solução foi armazenada a 4º C. 
 




- Solução A ..........................................................................................200 mL 
- Solução B ......................................................................................... 800 mL 
      Estocar solução em geladeira. 
 
▪ Solução A 
- fosfato de sódio monobásico ........................................................ .27,6 g 
- Tampão fosfato 0.2 M..................................................................   q.s.p. 1 L 
 
▪ Solução B 
- fosfato de sódio dibásico..............................................................107,25 g 
- Tampão fosfato.................................................................................. 800 mL 
      Estocar solução em geladeira. 
 
▪ Solução de Paraformaldeído 4%,pH 7.4 
- Paraformaldeído (PFA)...................................................................40g 
- Água destilada ...........................................................................400 mL 
- Tampão fosfato 0.2 M................................................................   q.s.p. 1 L 
 
Solução realizada em capela exaustão. Aquecer 400 mL de água destilada a 60-
70˚C. Acrescentar o PFA, sob agitação e aquecimento constantes. Acrescentar 
gotas de NaOH a 0,5 M até a solução se tornar translúcida. Deixar 
homogeneizando por 30 min. Completar com tampão fosfato 0.2 M. Corrigir pH 
para 7.4. 
 
▪ Solução albumina bovina sérica (BSA) 1%  
- BSA ..........................................................................................1g 
- Água deionizada ................................................................q.s.p. 100 mL 
 
▪ Solução Sacarose 10%  
-Sacarose ........................................................................................... 100g 
-Tampão fosfato 0,1 M..................................................................... q.s.p. 1L 
 





-Água deionizada............................................................................ q.s.p. 1L 
 
REAGENTES E DROGAS 
 
▪ Acrílico auto-polimerizante Policron - Dencril Ltda., BR 
▪ Cetamina – Fort Dodge, BR 
▪ IL-6  – R&D Systems 
▪ Lidocaína 2% inj. com noradrenalina – Cristália Prod. Quim. Farm. Ltda., BR 
▪ MIP1- - R&D Systems, EUA 
▪ Solução salina estéril 0,9% - Halex Istar, BR 
▪ Cloridrato de oxitetraciclina (Terramicina) – Pfizer, BR 
▪ TNF- - R&D Systems, EUA 
▪ IL-1β - R&D Systems, EUA 
▪ Tween 80 – Merck, BR 
▪ Xilasina 2% s/v - Synthec do Brasil, BR 
▪ PGE2   - Sigma Chemicals & Co, EUA 
▪ Indometacina - Sigma Chemicals & Co, EUA 
▪ LPS - Sigma Chemicals & Co, EUA 
▪ Kit de EIA para dosagem de PGE2   -Cayman Chemicals & Co, EUA 
▪ Líquido Autopolimerizante Policron, Dencril Ltda, Brasil 
▪ Halotano – Cristália Prod.Quím.Farma.Ltda, Brasil 
▪ Cetoprofeno – Medley, Brasil 
▪ Glicina - Sigma Chemicals & Co, EUA 
▪ Triton-X 100 - Sigma Chemicals & Co, EUA 
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